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1. RESUMEN

La proteina p53 es una fosfoproteina clave en el control del ciclo celular
y en la prevencion de la proliferacion celular descontrolada que puede llevar al
cancer. Su actividad como factor de transcipcién esta relacionada en procesos
como la reparacién del DNA, la estabilidad del genoma, la apoptosis, la
sefializacion celular, la senescencia y la angiogénesis. Las células responden
al dafio incrementando los niveles de p53. Dado que los linfocitos humanos
son las células mas empleadas en el monitoreo de individuos expuestos a
sustancias téxicas, este trabajo se enfocé a evaluar la expresion de p53 en
linfocitos humanos ante el reto in vitro con arsenito de sodio para determinar si
las diferencias en la expresiéon de p53 entre individuos son debidas a

alteraciones en la vida media de la proteina.

Se evalud la cinética de expresion de p53 por inmunodeteccion en
cultivos de linfocitos in vitro con el agente genotoxico arsénico a diferentes
tiempos (3 a 48 h) en ausencia y presencia del mitégeno fitohemaglutinina. Se
evalud la estabilizacién de la proteina p53 por inhibicion de la formacion del
proteosoma adicionando el agente MG132 y la asociacion con las proteinas
Bax (proapoptética) y Bcl2 (antiapoptotica).

Los resultados obtenidos muestran dos patrones de expresiéon en la
cinética de induccién de la proteina p53: 1) la expresion de la proteina se
mantiene constante hasta las 48 h y 2) la expresiébn de la proteina va
aumentando de manera gradual. Al inducir la proteina p53 con arsénico y
posteriormente impedir su degradacion mediante la inhibicion del complejo
proteosomal con el agente MG132, los niveles de la proteina p53 aumentaron
alun mas, sin embargo, no se encontraron diferencias entre los grupos que
mostraron diferente cinética de induccion de p53. Esto sugiere que los bajos
niveles de p53 no son dependientes de una mayor degradacion de p53-via
proteosomal.

En las células tratadas con MG132, no se encontraron cambios
significativos en la induccion de la proteina apoptética Bax y tampoco hubo
cambios en el balance apoptético Bax/Bcl-2, por lo que se descarté que el
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incremento de la proteina p53 pudiera deberse a la induccién de muerte celular
por un efecto téxico del agente inibidor del proteosoma.

Este trabajo aportd conocimiento para tratar la sensibilidad individual

ante agentes que dafian el genoma, tales como el arsénico.
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2. INTRODUCCION

2.1 REGULACION DEL CICLO CELULAR
2.1.1 Aspectos generales del ciclo celular

La funcién mas importante del ciclo celular es duplicar con exactitud la
gran cantidad de DNA de los cromosomas y luego segregar las copias con
precision en dos células hijas [1, 2].

El ciclo celular implica un conjunto ordenado de eventos que para su
mejor comprension y estudio ha sido dividido en dos fases: la interfase (que
comprende las fases S, Gy Gy) y la fase M. En la primera ocurren todos los
procesos metabdlicos y regulatorios para la progresion ordenada del ciclo
celular, mientras que la fase M agrupa la mitosis (reparto de material genético
nuclear) y a la citocinesis (division del citoplasma). Las células pueden dejar de
dividirse y entrar a un estado temporal o reversible, entrando en un estado de
aparente “reposo” llamado fase Go [3, 4].

En la fase S (S de sintesis) es donde se lleva a cabo la duplicacion del
DNA, ocupando cerca de la mitad del tiempo total del ciclo celular en una célula
de mamifero [1].

Entre la fase S y M de cada ciclo se encuentran fases de intervalo (G;y
G2 del inglés “gap”) que le permiten a la célula disponer de mas tiempo para
crecer (aumentando el niumero de proteinas y organelos) lo que mantiene a la
célula activa metabdlicamente [1]. En la fase G; se sintetizan RNA y proteinas,
puede variar su duracion dependiendo de las condiciones externas y las
sefiales. En la fase G, la célula se prepara para la mitosis sintetizando

proteinas nuevas y se caracteriza por un aumento de tamafio [1, 2].

En la fase M (de mitosis) se lleva a cabo la division celular ocupando
menos tiempo. La fase M se subdivide a su vez en: profase, metafase, anafase,
telofase en donde se lleva a cabo la reparticién del material genético hasta que
finalmente la célula es dividida mediante un anillo contractil de actina y miosina,

lo que produce dos células hijas idénticas [1].
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Cuando ya no se requieren mas células, las condiciones en G; no son
favorables o bien cesa de dividirse pueden entrar en un estado de reposo o
latencia denominada Gy en el cual la célula pueden permanecer dias, semanas
o aflos antes de volverse a dividir e incluso podrian no salir nunca de este
estado [1, 2].

2.1.2 El control celular y su funcién en la eliminaciéon del dafio al DNA

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un
orden y supervision estrictos. La informacién acerca de la finalizacion de los
acontecimientos del ciclo celular, asi como sefales procedentes del entorno

hace que el sistema de control se detenga en puntos especificos [1].

Hacia finales de la década de 1980 se identificaron algunas de las
proteinas clave del sistema de control del ciclo celular, con ello se introdujo un
nuevo concepto que hasta el dia de hoy sigue siendo objeto de investigacion y
gue a lo largo de los afios se ha ido modificando, nos referimos a los puntos de
control [1, 5].

Los puntos de control son como retenes donde se revisan distintas
caracteristicas del medio y la célula, si un evento del ciclo celular esta
incompleto se manda una sefial inhibitoria a los acontecimientos posteriores,
por ejemplo, se impide la entrada en la mitosis si la replicacion del DNA no ha
finalizado, o la progresion hacia G; y G, se puede retrasar mediante
mecanismos de frenado si el DNA se ha dafiado por agentes quimicos, dando
tiempo para que este dafio sea reparado después de lo cual el freno del ciclo
celular se libera y la progresién se reanuda [1].

El componente principal del motor del ciclo celular es una familia de
proteinas llamada cinasas dependientes de ciclinas (Cdk) cuya actividad
aumenta y/o disminuye a medida que la célula progresa a través del ciclo. Los
reguladores méas importantes de las Cdk son las proteinas denominadas
clclinas, llamadas asi por que experimentan un ciclo de sintesis y degradacion
en cada ciclo celular. Los complejos Cdk-ciclina actian como un interruptor

molecular que desencadena un acontecimiento en el ciclo celular [1, 6].

~ 4~




Los complejos Cdk-ciclina también son regulados por la unién de
proteinas inhibidoras de Cdk (CKI, de Cdk inhibitor proteins). Existe una gran
variedad de proteinas CKI, las cuales participan principalmente en el control de
las fases G; y S [1]. En mamiferos, tres proteinas relacionadas inhibidoras de
CDK o CIP (p27""* p57""? y p21°") parecen estar relacionadas con la
inhibicion de la fase S. Una segunda clase de inhibidores de los complejos
ciclina-CDK, se llama INK4 (Inhibidores de la quinasa 4) comprende varias
proteinas pequefias que interactian con CDK4 y CDK6 bloqueando el paso a
través de Gi, una de estas es la p16 que es un supresor de tumores [6].

Todos estos complejos se inactivan como consecuencia de la protedlisis
regulada de las ciclinas, esta degradacion se produce mediante un mecanismo
dependiente de ubiquitina. En dicho mecanismo estd implicado un complejo
enzimatico que reconoce secuencias especificas de aminoacidos de la ciclina 'y
gue mediante la unién de numerosas moléculas de ubiquitina, marca a la

proteina para su completa degradacién en los proteosomas [1, 2].

Se han postulado varios puntos de control cuya funciéon es permitir o
restringir las acciones propias de cada una de las fases del ciclo.

El punto de restriccion se encuentra en la fase G,y se le conoce asi
porgue si la célula lo pasa se encuentra comprometida de forma irreversible a
entrar en el ciclo celular [1, 2]. La Cdk 4/6 ciclina D interacciona con el motor
del ciclo celular a través de la proteina del retinoblastoma (Rb) y el complejo
p27 provocando una irreversible transicion [5].

El punto de control G;/S se encuentra justo después del punto de
restriccion la célula comprueba si su entorno es favorable y si el genoma esta

listo para ser replicado [5].

El punto de control G,/M se encuentra al final de la fase G,y principio
de la fase M y su funcién principal es la de revisar que el genoma se haya
duplicado correctamente, las células que no replican todos sus cromosomas no
entran en mitosis y son retrasadas por Weel en la transicion S- G, catalizada
por Cdc25C [5].
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El punto de control de la fase M tiene como objetivo revisar que los
cromosomas se hayan unido correctamente al huso mitético impidiendo la

entrada en anafase especificamente en la metafase [1, 6].

En el ciclo celular existen otros puntos de control, los principales y que
comparten homologias con las levaduras son los mencionados anteriormente,
sin embargo, en los Ultimos afios otro punto de control que ha tomando
importancia, es el punto de control de la replicacion (también conocido como
S/M), este punto de control se ha relacionado con el proceso por el cual se
inhibe la mitosis, mientras que la replicacion del DNA estd en marcha o se
bloquea [4].

Punto de Control G2

Puntao de Control MET

Cdkl/Ciclina B

Entrada al ciclo
CRC N

Cdkd/Ciclina D
Cdk6/Ciclina D

INTERFASE

Cdk2/Ciclina A cdk2/Ciclina E

Cdk2/Ciclina A

PUNTO DE

Punto de Control G1 RESTRICCION

Figura 1. Control del ciclo celular. Participacién de las Cdk y ciclina y puntos de control.

Tomado y modificado [1].

Existen cuatro clases de ciclinas principales que se unen a las Cdk.
Cdk2/ciclina E (G1/S) determina que la célula esta lista para replicar el DNA;
Cdk2/ciclina A se une a su Cdk durante la fase S y son necesarias para iniciar

la replicacion del DNA pero también evita que exista una doble replicacion;
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Cdk1/ciclina B activa los eventos de la Mitosis induciendo el ensamblaje del
huso mitético y asegurando que los cromosomas replicados se unan a este, su
concentracion aumenta a medida que las células progresan a través de G,
alcanza su maximo durante la metafase y desciende después de la anafase [6].
La cuarta clase de ciclina (Cdk4/ciclina D y Cdk6/ciclina D) ayuda a realizar el
paso a través del inicio o del punto de restriccion (Fig. 1) [1].

Las células que cumplen con los requisitos para dividirse, se
comprometen a completar el ciclo celular a menos de que exista una amenaza
a la integridad del genoma. Cuando existe algin dafio al DNA tras la exposicion
de radiacion o agentes quimicos, es esencial que sean reparados antes de que
la célula intente duplicarlos o segregarlos. El sistema de control del ciclo celular
puede detectar con facilidad el dafio en el DNA y detener el ciclo en los puntos
de control. La presencia de dafio al DNA, que puede causar cancer o
envejecimiento prematuro desencadenando una red de sefializacién alterando
el ciclo celular en lugares especificos [5, 7]. Esta red tiene cuatro componentes:
sensores, mediadores, transductores y efectores [4].

El primer paso para activar esta red de sefializaciones bioquimicas es
reconocer el dafio al DNA con la ayuda de los puntos de control que se asocian
a proteinas sensores de dafio, tales como Rad9, Radl y Husl (complejo 9-1-
1) que, aunque no son esenciales para la progresion normal del ciclo celular, si
lo son para el mecanismo que se encarga de bloquear la division celular
después del dafio al DNA [5]. Una vez que el DNA esta dafiado, el complejo 9-
1-1 es reclutado al sitio de dafio bajo la regulacion del complejo Rad17-RFC
facilitando la fosforilacion mediada por ATR y ATM [7]. Aunque existen
diferentes puntos de control parecen que comparten los mismos sensores

durante el reconocimiento del dafio al DNA [4].

Existen cuatro tipos de mediadores que contienen proteinas BRCA1
que sirven como modulos de interaccion: 53BP1, MDC1, TopBP1 y BRCAL.
Estos mediadores ayudan a facilitar la fosforilacion de ATM, ademas de jugar
un papel esencial en la activacion de las quinasas en los puntos de control,

estas moléculas interaccionan con sensores, transductores y efectores [4, 7].




3
S 7%
¢ i
N2

Una vez que la sefial inicial de dafio al DNA se ha emitido por los
sensores y mediadores es traducida rapidamente a las cinasa ATM y ATR
(también sensores), que son proteinas que fosforilan un gran numero de
sustratos que funcionan en la reparacion del DNA, apoptosis y arresto celular
[5, 7]. La actividad de la proteina cinasa ATM es baja pero puede ser
estimulada por agentes que producen rompimientos de doble cadena in vivo.
Una vez estimulada la proteina ATM fosforila muchas otras proteinas entre
ellas BRCAL, Chk2, p53y asi misma [4, 7].

Por su parte, ATR tiene homologia con ATM y spRad3, de ahi su
nombre de ATR. Esta proteina es activada por luz UV in vivo. En células
humanas ATR existe en un complejo estable con ATRIP una pareja potencial
reguladora. Una vez que ATR es activada se desplaza al lugar de replicacién
del DNA fosforilando y activando Chk1 [7].

Las proteinas cinasa Chkl y Chk2 (Transductores) fueron identificadas
como esenciales para el arresto en el ciclo celular antes de la mitosis, en
respuesta al dafio al DNA o bloqueo de la replicacion. La proteina Chkl es
fosforilada a Ser317/345 en respuesta al dafio. Esta fosforilacién es bloqueada
en células que carecen de ATR e inhibida en células que tienen una cantidad
reducida de Radl7 e incluso si carecen de Husl, lo que nos habla del
mecanismo asociado con los sensores de dafio al DNA que regulan la
fosforilacion de Chk1 que, como consecuencia fosforila a Cdc25 [4, 7].

En contraste, se conoce que Chk2 es indispensable para el desarrollo
prenatal. Esta proteina se activa por fosforilacién de su residuo de treonina 68
de una manera dependiente de ATM en respuestas a tratamientos con
radiacion ionizante, que a su vez fosforila Cdc25, BRCA1 y p53. Aunque ATM-
Chk2 funciona en el control de la fase S se considera importante por la
fosforilacion de Cdc25A que desencadena su ubiquitinacion y degradacion [7].

Siguiendo esta cadena de sefalizacion se encuentran moléculas
efectoras como p53 y la familia Cdc25. La familia Cdc25 (A, B 'y C) es
activadora de los complejos Cdk/ciclinas regulando las transiciones del ciclo
celular. Por otro lado, la proteina p53 juega un papel importante como supresor

de tumor en la célula para someterse a las diferentes respuestas (reparacion,
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arresto o apoptosis), En condiciones normales p53 se encuentra en niveles
bajos debido a su regulador negativo Mdm2. Sin embargo en respuesta al dafio
al DNA, las proteinas ATM y ATR fosforilan e inhiben Mdm2 de manera que
p53 se estabiliza (Fig. 2). La proteina p53 se considera esencial para el arresto
en la fase G;, promoviendo diversos genes como p21“""* que inhibe la actividad
de la Cdk2/ciclina E inhibiendo asi la transicién G.1/S [4, 7].

Dano al DNA

Sensores

Mediadores

»| Transductores

|

Efectores

Apoptosis l

Arresto del ] Reparacion l
ciclo celular

Figura 2. Cascada de sefializacion de larespuesta de los puntos de control. Tomada y
modificada [4, 7].

2.2 EL GEN TP53

En tejidos normales la homeostasis se conserva por un proceso regulado
por la proliferacion y la muerte celular. Cuando existe un desequilibrio en una u
otra parte se desarrolla un estado canceroso. Por ello es que los oncogenes y
los genes supresores de tumores desempefian un papel relevante codificando
proteinas que inhiben la proliferacion celular excesiva [8].

~0~




covis
S

& A
50@

El gen TP53 (llamado asi por el peso molecular de su producto proteico)
es uno de los genes mas importantes dentro del grupo de genes supresores, ya
gue las mutaciones puntuales o deleciones en este gen se han observado en
aproximadamente en el 50% de las enfermedades malignas, aunque la

frecuencia del dafio depende del tipo de tumor [1, 9-11].

El gen TP53 ha sido denominado “el guardian del genoma” ya que
coordina los procesos esenciales del mantenimiento de la estabilidad del
genoma en un organismo multicelular [10]. Lo que ha hecho que p53 sea tan
necesario es su papel en la division celular, apoptosis y en el mantenimiento de
la estabilidad gendmica [1, 10]. En condiciones normales la proteina p53 no es
estrictamente necesaria para el crecimiento normal y funcionalidad de un
organismo [10]. Se ha observado que en ratones con el gen mutado o
inactivado producen descendientes normales, sin embargo, desarrollan
tumores a edades tempranas debido a la ausencia de las funciones de este
gen supresor [1, 10].

El gen comprende cerca de 20 kb de DNA que contienen 11 exones 'y 10
intrones, que estan localizados en el brazo corto del cromosoma 17p13 [9].

2.2.1 LA PROTEINA P53

La proteina fue identificada por primera vez en 1979 como una proteina
relacionada con la transformaciéon celular que se acumulaba en el nucleo de
células cancerosas y se unia fuertemente al antigeno T largo del virus del simio
40 (SV40) [9, 11].

La proteina p53, pertenece a una unica familia de proteinas que incluye
tres miembros: p53, p63 y p73. A pesar de que estan estructural y
funcionalmente relacionadas entre si, p53 parece haber evolucionado en
organismos superiores para prevenir el desarrollo de tumores, mientras que
p63 y p73 tienen un papel en la biologia del desarrollo normal [9]. Su compleja
expresion como una serie de isoformas de larga duracion y un N- terminal

truncado que tiene actividades opuestas han hecho que sea dificil evaluar su
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contribucion en la supresiéon tumoral. Sin embargo, se cree que pueden estar

relacionados con la induccion de p53 por dafio al DNA [12].

2.2.2 ESTRUCTURA

El gen TP53 es continuamente transcrito y traducido, pero la proteina es
rapidamente sujeta a degradacion via dependiente de ubiquitina en el
proteosoma [10].

La p53 humana es una fosfoproteina nuclear con un peso de 53 kDa de
393 aminoacidos que cumple sus funciones en el nucleo, [9] formando un
complejo tetramérico que reconoce una secuencia especifica de DNA y
estimula la transcripcion de genes que tienen un elemento de DNA adyacente
al promotor [10].

La proteina p53 estd compuesta de tres regiones que se dividen en 5
dominios estructurales y funcionales diferentes: una region N- terminal que es
requerida para la actividad trancripcional e interactda con varios factores de
transcripcion como MDM2, contenida en un dominio amino terminal
(aminoécidos del 1 al 42) y un dominio rico en prolina (aminoacidos del 61 al
94) que juega un papel en la estabilidad de p53 y su actividad como supresor,
ya que si esta regién es eliminada p53 se vuelve mas susceptible a la
degradacion por MDM2 [9, 10].

Existe también una regién central (aminoacidos del 102 al 292)
compuesta principalmente del dominio de unién al DNA que es requerida para
la unién a secuencias especificas de DNA (conocidas como sitios consenso
gue contienen dos copias de 10 pb con una secuencia 5-PuPuPuC(A/T)-(T/A)
GPyPyPy-3' separadas de 0-13 pb). La importancia de esta regién radica en
gue la mayoria de las mutaciones encontradas en los tipos de cancer estan en
esta region, mas aun, aproximadamente el 80% de los estudios de mutaciones
de p53 ha sido centrado entre los amino&cidos 126-306 [9] [11]; jugando un
papel importante en la habilidad de p53 al mostrar su actividad como factor de
transcripcion [10].
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Finalmente una region C-terminal (aminoacidos del 301 al 393) que
contiene un dominio de oligomerizacion (aminoacidos del 324 al 355), dicha
region es responsable de la tetramerizacion de la proteina ya que si este
dominio se dafia puede causar la inactivacion funcional de la proteina [10]. Por
altimo, un dominio de carboxilo terminal de regulacion (aminoacidos del 363 al
393) con una sefalizacion de localizacion nuclear (NLS) y sefalizaciones de
exportacion nuclear, funcionando como un dominio de regulacién negativa
ademas de que también esta implicado en la induccién de la muerte celular
(Fig. 3) [9].

Mutaciones Hot spots

F 3
w

N- terminal Dominio central C- terminal
T I

1-42 61-94 102292 | [324-355 | | 363-393
Dominio de Region rica L . e L. o Dominio
S : Dominio de union al DNA Dominio de ;

Transactivacion en Prolina e Regulatorio

= Estabilizacion Tetramerizacion
viongng & Retencidn en el Modificaciones
de p53 ; ;
niiclea pos-traduccionales

Figura 3. Dominios Funcionales de la proteina p53. Tomado y modificado [9].

2.2.3 FUNCIONES CELULARES

La proteina p53 es esencial para prevenir la alteracion de la proliferacion
celular y el mantenimiento de la integridad del genoma. Bajo ciertos estimulos
p53 es activada y se desempefia como un regulador esencial que desencadena
diversas respuestas bioldgicas, tanto a nivel celular como de todo el organismo.
Para llevar a cabo estas funciones, p53 incrementa sus niveles a través de
modificaciones pos-traduccionales resultando asi en la activacion de genes
blanco de p53 [9].
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Muchas de las multiples funciones de p53 incluyendo el principal como
supresor tumoral, pueden ser atribuidas a su capacidad de actuar como un
factor de transcripcién de secuencia especifica que regula la expresion de

diferentes genes que a su vez regulan varios procesos celulares [9].

Las consecuencias biolégicas de la actividad de p53 incluyen regulacion
del ciclo celular parando por un corto tiempo a la célula en un punto de control,
induccidon de apoptosis, desarrollo, diferenciacion, recombinacion del DNA,
senescencia celular cesando la division celular, entre otras [9, 10, 13].

2.2.3.1 Regulacion en el ciclo celular

El sistema de control del ciclo celular puede detectar el dafio en el DNA
y detener el ciclo en los puntos de control. Cuando el dafio en el DNA es
reparado, la sefial inhibidora se desactiva y la progresion del ciclo celular se
reanuda [1]. Estudios en mamiferos han demostrado que proteinas como Rad9,
Radl, Husl y Rad17 son factores esenciales que activan los puntos de control
actuando como sensores que se acumulan en el sitio al reconocer el dafo al
DNA [7]. El arresto en G; y S impide que se copien bases dafadas, que
perpetuarian las mutaciones del genoma. La replicacion de DNA dafado
también promueve reestructuraciones cromosémicas que pueden contribuir con
el cancer. El arresto en G, permite que los dafios del DNA de doble cadena se
reparen antes de la mitosis [6]. La induccién de arresto en el ciclo provee de
tiempo adicional a la célula para que sea reparado el dafio genémico antes de
entrar a fases criticas [9].

Las células con p53 funcional estimulan la transcripcion de varios genes.

Uno de estos genes codifica una proteina CKI llamada p21"/cipt

, la cual al
aumentar sus niveles, se une a los complejos CDK-ciclina e inhibe sus
actividades (Cdk2/ciclina E y Cdk2/ciclina A), lo cual da como resultado el
arresto de las células en las fases Gy G,. Cuando la célula se arresta en la
fase Gi, la fosforilacion de la proteina Rb es inactivada lo que conduce a la
liberacion del factor de transcripcion E2F, que funciona para inducir la

expresion de genes necesarios para la entrada a la fase S [1, 6, 9].
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Cuando el dafio al DNA es extenso p53 también activa la expresién de
genes que conducen a la apoptosis, que en condiciones normales se produce

en células especificas durante el desarrollo de los animales multicelulares [6].

2.2.3.2 Apoptosis

La muerte celular es una caracteristica importante en el desarrollo en
todos los organismos multicelulares. En el cuerpo humano de un adulto sano,
cada hora mueren miles de millones de células en la médula ésea y en el
intestino. Las células que experimentan la muerte celular programada a
menudo exhiben cambios morfolégicos precisos, que se denominan en
conjunto apoptosis (a partir del término griego que significa “caer” como las
hojas de un arbol). Estos cambios incluyen decrementos notables del volumen
celular y la modificacion del citoesqueleto haciendo evidente la condensacion
de la cromatina y degradacién del DNA en fragmentos. Después de esto, la
célula libera diminutos cuerpos apoptéticos que contienen organelos intactos.
Los macréfagos que fagocitan estos cuerpos apoptoticos se asegura que no se
libere el contenido intracelular hacia el tejido circuncidante lo que incluye las
enzimas proteoliticas, proteinas y moléculas oxidantes. Ademas se posibilita
gue los componentes organicos de la célula muerta sean reciclados por la
célula que los digiere. En consecuencia a esto, la apoptosis no induce una
respuesta inflamatoria local [1, 8].

La apoptosis en leucocitos y otros tipos de células se acompafia de la
expresion de varios genes. Algunas de las proteinas especificas inducidas por
estos genes llevan a apoptosis, otras son criticas durante esta Ultima y algunas
mas la inhiben. Por ejemplo, la induccion de apoptosis en timocitos mediante
radiacién, que se da solo cuando se encuentra presente la proteina p53. Por
otra parte, los miembros de la familia Bcl-2, codifican productos proteicos que
inhiben la apoptosis [8].

Aunque la induccion de la apoptosis incluye diferentes sefiales que
dependen de tipos celulares implicados puede inducirse, por ejemplo, a las

células T para que mueran por supresion de factores de crecimiento,
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tratamiento con glucocorticoides o sefializacion por TCR. Todos los casos de
muerte real de la célula comprenden la activacién de un grupo especializado de
proteasas conocidas como caspasas. En la actualidad se sabe que en los
mamiferos hay cuando menos 14 proteasas de cisteina o caspasas y todas las
muertes celulares requieren la actividad de cuando menos un subconjunto de
estas moléculas. Asimismo, se sabe que en cada célula del cuerpo se
producen proteinas caspasa, lo que sugiere que cada célula tiene el potencial
de iniciar su propia muerte [8].

Este proceso de activacion se inicia por sefiales intra y extracelulares de
muerte, las cuales hacen que moléculas adaptadoras se agreguen y activen a
las procaspasas (precursora inactiva de caspasas) generando una cascada
proteolitica amplificadora [1].

La activacion de las procaspasas puede inducirse desde el exterior a la
célula (via extrinseca o receptor de muerte), por ejemplo en un linfocito
citotoxico puede inducir apoptosis expresando una proteina llamada ligando
Fas (o receptor de muerte) que se une y activa los receptores de Fas de la
superficie de la célula reclutando proteinas adaptadoras intracelulares que se
unen y agregan moléculas de procaspasa 8 las cuales activan la cascada de
caspasas [1, 9]. Mientras que cuando la célula esta estresada también puede
autoeliminarse desde el interior (via intrinseca o de la mitocondria) de la célula,
en la que domina la familia de proteinas Bcl-2, que estd compuesta por 3
clases: proteinas anti-apoptoéticas (Bcl-2 y Bcl-X.), proteinas pro-apoptéticas
(Bax, Bak y Bcl-XI) y proteinas pro-apoptéticas Bid (Bad, Noxa y Puma)
haciendo que las mitocondrias liberen citocromo c al citosol, el cual se une a la
proteina adaptadora Apaf-1 agregando moléculas de procaspasa 9 iniciando la
apoptosis [1, 9].

2.2.3.3 Reparacion

Las células detenidas pueden ser liberadas de nuevo al ciclo de

proliferaciéon a través de funciones bioquimicas de p53 que faciliten la
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reparacion incluyendo la reparacion por escision de nucleétido y la reparacion

por escision de base [9].

Algunas proteinas que participan en este proceso son Gadd45 (growth
arrest and DNA-damage inducible protein 45) [9].

2.2.3.4 Senescencia celular

Dentro de la division celular también existen mecanismos intracelulares
gue pueden limitar la proliferacién celular. La induccién de p53 es esencial para
la supresion tumoral, conduciendo a la célula a diferentes resultados biolégicos.
Uno de estos resultados conocidos tiene lugar en los fibroblastos humanos.
Cuando estos fibroblastos se cultivan en un medio estandar solo se dividen de
25 a 50 veces, cuando hay continua expresion de oncogenes dominantes, la
proliferacién se enlentece y finalmente se detiene haciendo que las células
entren en un estado de no proliferacion del cual ya no se recuperan

volviéndose irreversible [1, 12].

2.2.4 ACTIVACION DE LA PROTEINA

En ausencia de estrés celular la proteina p53 es mantenida en niveles
bajos por una rapida ubiquitinacién intracelular, lo que impide su acumulacion.
Durante la progresion del ciclo celular, los bajos niveles de la proteina son
controlados con precision [9]. Sin embargo, esto no significa que la proteina no
tenga actividad [10]. En células con crecimiento normal, la vida media de la
proteina esta limitada a minutos mientras que el estrés celular o exposicién a

agentes dafiinos al DNA la prolongan hasta horas [9].

La regulacion de los niveles y actividad de la proteina p53 involucra una
red compleja de proteinas celulares dentro de las que esta incluida HPV16 E6,
SV40 antigeno T, MDM2, entre muchos otros. Un ejemplo de esto es la union
de SV40 antigeno T, con p53 incrementando la estabilidad de la proteina,
mientras que la asociacion con E6 o MDM2 acelera su degradacion [9, 10]. La

proteina Mdm2 se ha encontrado que desempefia un papel adicional en el
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bloqueo de la interacciébn de p53 con el aparato transcripcional por unién y
blindaje del dominio de transactivacion de p53 dentro de la regidon N-terminal.
La proteina Mdm2 media la ubiquitinacion y la degradacion dependiente de
proteosoma de p53 [13] a través de su actividad como ubiquitina ligasa, ya que
una vez que p53 ha sido marcada es exportada al citoplasma moviéndola lejos
de su sitio de accion (el nucleo) promoviendo la rapida degradacion por el
proteosoma de ambas proteinas [9, 10]. Sin embargo, p53 también es limitada
por otros reguladores como MDM4 (mejor conocido como MDMX) que inhiben
la transcripcion mediada por p53 [12].

Siguiendo estimulos intracelulares y extracelulares, tales como el dafio
al DNA (por medio de radiacion ionizante, radiacion UV, aplicacion de drogas
citotoxicas 0 agentes quimioterapéuticos e infeccion por virus), shock térmico,
hipoxia y sobreexpresion de oncogenes, p53 es activada previniendo su
degradacion via proteosoma y eliminando su actividad con Mdm2 (Fig. 4) [9,
11].

En respuesta al dafio al DNA, por ejemplo, sefales iniciales son
rapidamente traducidas a proteinas ATR y ATM que a su vez fosforilan a p53
en distintos sitios; en este evento ATM interviene inhibiendo la interaccion con
sus reguladores negativos Mdm2 y Mdm4 evitando la degradacion de p53 [7,
11].

La proteina p53 también es inducida a traves de la via supresora de
tumores ARF, que ha sido considerada para funcionar independientemente de
la via de dafio al DNA. ARF es un importante inhibidor de Mdm2 (lo que lo
vuelve un regulador positivo de p53) que esta normalmente presente en niveles
bajos [12].

La union de p53 con el DNA dafado se puede dar de forma especifica
(activa) y no especifica (latente). En la forma no especifica la proteina es capaz
de reconocer elementos de cadena sencilla de DNA, bases no apareadas y
presenta un aumento en la actividad 3’-5’ exonucleasa. Por el contrario, la
forma especifica carece de actividad exonucleasa pero adquiere la capacidad
de asociarse con el DNA [10].
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Figura 4. Vias de Activacién y respuesta de p53. Tomado y modificado [9].

La activacion de p53 involucra un incremento en los niveles de la
proteina provocando un alargamiento en su vida media asi como cambios
estructurales de ésta. Modificaciones post-traduccionales generalmente
resultan en la estabilizacion de p53 y su acumulacion en el nucleo, donde p53
interacciona con sitios de secuencia especifica [14], tales modificaciones
pueden ser fosforilacién, acetilacion, ubiquitinacion, sumoilacion y el secuestro
del citoplasma junto con complejos de union covalente y no covalente con otras
proteinas. Muchas, de estas modificaciones ocurren en las regiones N- y C-
terminal de la proteina de p53 [9, 10].

La fosforilacion y la acetilacion son las principales modificaciones de la
capacidad de activacion de transcripcién de p53, al mismo tiempo que evitan
que la proteina p53 se vuelva blanco de la degradacion de estas
modificaciones, logrando la anulacion de la interaccion con Mdm2 [9, 10].
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De las modificaciones post-traduccionales, la fosforilacion es la que
resulta principalmente en la estabilizacion de la proteina; cuando se produce un
estrés celular se fosforilan cerca de 20 serinas y treoninas en p53 inducidas por
dafio al DNA en la region N-terminal. Por su parte, la acetilacion también tiene
una funcién crucial en la estabilizacién de la proteina por medio de la region C-
terminal al acetilar diversas lisinas que se encuentran involucradas en la
regulacién de su ubiquitinaciéon y protedlisis inducida por MDM2 [9]. Ademas de
la existencia de coactivadores de transcripcion tales como p300/CBP y PCAF
gue acetilan a Lys-320 de la region de localizacion nuclear de p53 generando

un incremento significativo en su funcion de transactivacion [10].

El incremento en el nivel de p53 en respuesta a los tratamientos con
drogas se ha asociado directamente con el grado de dafio cromosomico.
Generalmente la proliferacion se ve alterada cuando las células han sido
tratadas con algun agente, aunque puede, como en el caso de la bleomicina,
inducir micronucleos sin afectar la viabilidad [14].

Mientras que p53 en respuesta al dafio inducido por UV o RI, comienza
a fosforilar a Ser33 y Ser37 en la region N-terminal y a su vez ya fosforilada
activa a p300 y PCAF para inducir la acetilacién de p53 en Lys373/Lys 382 y
Lys320 respectivamente [9].

2.3 LA UBIQUITINACION EN LA REGULACION CELULAR

La ubiquitina es una proteina de 76 aminoacidos de 8.5 kDa presente en
todas las células eucariotas cuya principal funcion es la de marcar otras
proteinas para su protedlisis via dependiente del proteosoma o para regular
diferentes funciones no proteoliticas como su participacién en las vias de trafico

vesicular y la regulacion en la modificacién de histonas [13, 15, 16].

El proceso de ubiquitinacion es dependiente de ATP, es un proceso
enzimatico muy ordenado que se traduce en la unién covalente de ubiquitina al
sustrato. La ubiquitina es unida por una cascada de enzimas la cual comprende
a la enzima activadora de ubiquitina E1 que se une y activa la ubiquitina de
manera dependiente de ATP al carbono terminal. Una vez activada, la
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ubiquitina es transferida a la cisteina en el sitio activo de la enzima conjugadora
de ubiquitina E2. Finalmente, la ubiquitina ligasa o E3 cataliza la transferencia
de la ubiquitina a una lisina en el sustrato reconociéndolo de forma especifica.
La ubiquitina tiene 7 aceptores de lisina que podrian ser potencialmente
utilizadas para el proceso de conjugacion de ubiquitina, resultando en cadenas
de ubiquitinas de diferentes longitudes (cuatro o mas mondmeros de
ubiquitina), tipos y consecuencias funcionales que es reconocida por el
proteosoma 26S [13, 17]. En células eucariotas, generalmente solo hay una
enzima E1, un poco mas de 25 enzimas E2 y cientos de ubiquitina ligasa E3 y
como cada enzima E2 puede interaccionar con multiples enzimas E3 se puede

aumentar la especificidad al sustrato [15-16].

Existen dos tipos de modificacion de la ubiquitina: la mono-ubiquitinacion
y multi-ubiquitinacion. Mientras que las mono-ubiquitinacion estan involucradas
en eventos no proteoliticos de la regulacion de histonas y endocitosis; la multi-
ubiquitinacién se refieren principalmente a la degradacion proteolitica [17].

La ubiquitina etiqueta proteinas que son canalizadas dentro de un
complejo proteico el proteosoma 26S, compuesto de un nudcleo catalitico 20S y
dos reguladores 19S, conduciéndolas a su subsecuente degradacion mientras
gue las ubiquitinas pueden ser recicladas [13].

Para que la célula sepa qué proteinas deben ser marcadas, se han
identificado a dos proteinas de ubiquitina ligasa E3 que facilitan la transferencia
de ubiquitina al sustrato. Por una parte, se utilizan proteinas que contienen un
dominio llamado el dedo “RING” (Really Interesting New Gene) que promueve
la ubiquitinacion al interaccionar con enzimas conjugantes de ubiquitina E2.
Mientras que otras enzimas E3 poseen el dominio HECT que les confiere una
actividad catalitica en un residuo de cisteina que acepta directamente
ubiquitina y la trasfiere al sustrato [13].

La remocion de la ubiquitina de proteinas es un paso regulador muy
importante en este sistema, llevado a cabo mediante la accion de enzimas
desubiquitinizantes (DUBs) que reconocen el enlace llevando a cabo la
protedlisis con la finalidad del reciclaje de la ubiquitina para devolverlas al
citoplasma [13].
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2.4 EL PROTEOSOMA

La mayor parte de las proteinas en células de mamiferos se hidrolizan
por una enzima que requiere ATP y el proteosoma. En esta via, presente tanto
en el nucleo como en el citosol, las proteinas mal plegadas o dafiadas o cuya
presencia ya no es necesaria para una funcién celular especifica, se marcan
para la degradacién por unién covalente de multiples moléculas de ubiquitina
para llevar a cabo una protedlisis que corre a cargo del proteosoma [17].

2.4.1 ESTRUCTURA Y LOCALIZACION

La forma mas comun del proteosoma es la denominada 26S un complejo
proteolitico dependiente de ATP de aproximadamente 2400 kDa y cerca de 31
subunidades diferentes [16, 17]. El complejo proteolitico 26S se encuentra en el
citoplasma y nucleo de células eucariotas, la distribucion varia de acuerdo al
tipo de célula. El proteosoma parece someterse a redistribucion entre el ntcleo
y el citoplasma. En este ultimo, el proteosoma se localiza cerca del
centrosoma, en la superficie externa del reticulo endoplasmico y las redes del
citoesqueleto [15]. Esta estructura contiene un nucleo catalitico 20S en donde
las proteinas son degradadas y dos subcomplejos 19S que proporcionan
especificidad al sustrato mal plegado y regulan la entrada al ndcleo del
complejo (Fig. 5) [15, 18, 19].

El proteosoma 20S (de masa molecular de aproximadamente 700 kDa)
es de forma semejante a un barril, es una particula abundante, comprende
cerca de 1% de las proteinas de la célula. Esta compuesto por 28 subunidades
proteicas que se organizan en cuatro anillos apilados que encierran una
camara central cilindrica donde se produce la protedlisis. Sus dos B-anillos
centrales o internos estan formados por 7 subunidades que contienen multiples
sitios proteoliticos (proteasas) que funcionan juntos en la degradacion de las
proteinas. Los dos a- anillos externos también se forman de 7 subunidades
cada uno, rodeando una pequefia abertura por donde entran los sustratos
polipéptidos que son reconocidos. Estos a-anillos son esenciales para el
ensamblaje de la particula 20S con la particula reguladora 19S que inicia los
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cambios conformacionales en el N-terminal permitiendo que ambas estructuras
funcionen como una puerta que controla la entrada de las proteinas al centro
proteolitico [15-18].

El analisis del complejo 20S por difraccion de rayos X y estudios de
mutagénesis puso en evidencia el nuevo tipo de mecanismo proteolitico. A
diferencia de las proteasas convencionales, las particulas de 20S y 26S no se
limitan a romper las proteinas de la célula y liberar los fragmentos resultantes
en el citosol. Un polipéptido, una vez adoptadas por el proteosoma, se degrada
por completo de una manera muy avanzada en pequefios péptidos de 3-20
residuos [18].

Los complejos 19S (también conocido como 19S cap o PA700 por su
peso en KDa) esta formada por 19 subunidades que ayudan a la uniéon con 20S
para formar el proteosoma 26S. Ademéas de contener dos subcomplejos en
donde uno contiene seis subunidades ATPasas distintas que forman la “base”.
También esta la otra parte del complejo llamada “Lid” o tapa contiene 13
subunidades no ATPasa [15, 16, 18].

Unidad ATP
reguladora 1

198

208

Nucleo

198

Unidad
reguladora

Proteosoma

Figura 5. Estructura del proteosoma. Tomado y modificado [17, 18].
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2.4.2 FUNCION

Desde el descubrimiento de esta via dependiente de ATP, se consideré
qgue su funcién principal solo era la rapida degradacion de la proteina con
conformaciones anormales cuya acumulacion en las células puede ser
altamente toxica y de muchas proteinas reguladoras, cuya vida media se ha
desarrollado para facilitar la regulaciéon de sus actividades [18]. Ahora se sabe
qgue la destruccion de las proteinas mediada por ubiquitina desempefia un
papel crucial en la regulacién del ciclo celular, reparacion del DNA, el

crecimiento celular y la funcién inmune [16].

La degradacion proteica a través del complejo proteosomal afecta la
progresion del ciclo celular, mediante la regulacion de ciclinas; ademas
también puede causar un incremento o decremento en la actividad de la
apoptosis a través de los efectos de las caspasas, Bcl-2 y el factor nuclear kB
(NF-kB) [15].

Muchas de las funciones de este aparato de degradacion, tales como el
aislamiento de los sitios activos dentro de la particula 20S lejos de proteinas
citosodlicas y la restriccion de entrada de sustrato, se han desarrollado para
evitar la destruccion inespecifica de proteinas celulares. Las actividades
proteosomales estan dirigidas a solo cinco sitios de rompimiento, en el nucleo
20S: similar a quimiotripsina, similar a tripsina y a peptidil-glutamil hidrolizante.
La funcién de las otras cuatro subunidades 3 aun no esta clara [15, 18, 19].

Para funcionar in vivo, el proteosoma 20S requiere la asociacién de las
unidades de regulacién que en parte determina la especificidad de la funcion
del proteosoma. Una de estas particulas de reglamentacion es el complejo
regulador 19S [15].

Este complejo, como ya se menciond anteriormente, esta compuesto por
dos subcomplejos, en los cuales la base es la Unica capaz de degradar
péptidos y proteinas no ubiquitinadas, pero la tapa o “Lid” se requiere para
degradar proteinas ubiquitinadas, dando asi al proteosoma un mayor nivel de
especificidad de la degradacién proteolitica [15].
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Dado el papel central del sistema de degradacion mediado por ubiquitina
en diversos procesos celulares, se plantea que las consecuencias de la
desregulacion de este sistema pueden contribuir al desarrollo de padecimientos

como el cancer, enfermedades neurodegenerativas e inmunes [16].

2.4.3 INHIBIDORES DEL PROTEOSOMA

Los estudios de la expresion de una proteina han utilizado inhibidores
para investigar los mecanismos responsables. Desde 1994, los inhibidores
farmacolégicos del proteosoma se han utilizado para simplificar muchos de
estos estudios de las funciones in vivo, arrojando resultados relevantes sobre la
importancia de la via ubiquitina-proteosoma. Si estos inhibidores expresan una
disminucion o un incremento en el nivel de una proteina, se puede usar como

un muy fuerte indicativo de la degradacion mediada por el proteosoma [18].

Los inhibidores del proteosoma pueden ser de origen natural o sintético,
y existen al menos 5 clases importantes de inhibidores del proteosoma:
péptidos de aldehidos, péptidos de sulfona de vinilo, péptidos de boronato,
péptidos de epoxiquetones y R-lactona [13, 15, 19].

Lactacistina y sus derivados de 3-lactona son productos naturales y los
primeros en ser identificados con la habilidad de inhibir al proteosoma. Por su
parte, los boronatos son de unién covalente, reversible y muestran una gran
especificidad [15, 18].

Estos agentes inhibidores bloquean cerca del 90% de la degradacién de
proteinas anormales y de corta duracion, estas Ultimas comprenden cerca del

10 al 20% de las proteinas celulares [18].

Los experimentos con inhibidores del proteosoma en cultivos celulares,
bajo condiciones Optimas de nutricion, indicaron que la degradacion de las
proteinas se lleva a cabo por la via del proteosoma (cerca del 80 al 90%). Por
el contrario, los inhibidores de la protedlisis lisosomal solo bloquean del 10-20%

de la degradacion total de la proteina, aunque el lisosoma, a través de la
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formacién de vacuolas, podria explicar una larga fraccién de degradacién en

tejido completamente diferenciado in vivo o en ayuno [18].

La inhibicibn de la protedlisis es facilmente revertida mediante la
eliminacion de los inhibidores [18].

2.4.4 INHIBIDOR: MG132

Se han identificado varios tipos de inhibidores del proteosoma que
pueden entrar facilmente en la célula e inhibir selectivamente la via ubiquitina-
proteosoma. Dentro de los mas utilizados estan los péptidos aldehidos tales
como Cbz-leu-leu-leucinal (C2sH41N30s) mejor conocido como MG132 (Fig. 6)
gue es de estado transitorio y principalmente de actividad quimiotripsina y
reversible [18, 20]. Este inhibidor es de tipo sintético y un efectivo bloqueador
de la actividad proteolitica del proteosoma [19, 21].

Entre los efectos que puede tener este inhibidor, se ha demostrado que
suprime la inflamacion y la proliferacion, ademas de poseer actividad pro-
apoptética a través de la formacion de ROS [20, 21].

Figura 6. Estructura del inhibidor MG132. Tomado de Lee [18].
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2.5 LA RESPUESTA INMUNE: ElI PAPEL DEL LINFOCITO HUMANO

La principal funcién del sistema inmune es proteger a los organismos
multicelulares de los agentes patégenos, generando una enorme variedad de
células o moléculas capaces de reconocer y eliminar invasores extrafios que

estan distribuidos en todo el cuerpo [8, 22].

La respuesta inmunitaria es una secuencia compleja de acontecimientos
desencadenados por introduccién de un estimulo que suele culminar en la
eliminacion de microorganismos o moléculas téxicas producidas por ellos, de
esta manera se discrimina entre lo propio y lo ajeno, siendo esto ultimo lo que

activa una reaccion efectora que suprime o neutraliza al invasor [1, 8, 22].

Lo anterior es el resultado de la accion de dos sistemas
complementarios, el sistema humoral y el sistema celular. El sistema humoral
(del latin humor “fluido”) esta dirigido contra infecciones bacterianas y virus
extracelulares y a proteinas externas individuales, que se ven atacados por los
anticuerpos los cuales son producidos por los linfocitos B. Por su parte, el
sistema inmune celular gracias a la ayuda de los linfocitos T destruye las
células propias infectadas por virus, parasitos y tejidos ajenos [2]. De esta
manera estos sistemas proporcionan especificidad y memoria contra antigenos

reconocidos con anterioridad [23].

Los linfocitos T se desarrollan en el Timo a partir de células precursoras
gue migran hasta alli a través de la sangre desde tejidos hematopoyéticos [1].
Durante este proceso, la célula T adquiere la capacidad de expresar en su
membrana una molécula Unica de unién a antigeno la ya mencionada receptor
de célula T (TCR) [8].

Los receptores de los linfocitos T soélo reconocen antigeno unido a
proteinas de membrana llamadas molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) que intervienen en este proceso de reconocimiento
(lamado presentacion de antigeno) que son glicoproteinas genéticamente
diversas que estan presentes en las membranas celulares. Cuando un linfocito

T reconoce antigenos asociados con una molécula MHC sobre una célula, en
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circunstancias apropiadas el linfocito prolifera y se diferencia en diversas
células T efectoras [8].

Los cultivos de células linfoides primarias se pueden obtener mediante
aislamiento directo de linfocitos a partir de sangre periférica. Los linfocitos
pueden cultivarse en medio basal con composicién quimica definida (que
contiene solucién salina, azlcares, aminoacidos, vitaminas y otros nutrientes)

al que se afiaden diversos suplementos séricos [8].

La sangre periférica representa una de las fuentes mas accesibles de
linfocitos que pueden ser estudiados bajo condiciones controladas, por lo que
se pueden repetir. Las técnicas de cultivo in vitro permiten estudiar con eficacia
diversas interacciones celulares [8]. Los antigenos frente a los cuales se
exponen los cultivos de linfocitos son numerosos y variados. Las sustancias
como las lectinas derivadas de plantas actian como antigenos y activan a
linfocitos de modo no inmunitario, estimulando la division celular, eliminando
principalmente los controles intracelulares negativos. Ejemplos de estas
lectinas son la concavalina A derivada de habichuelas y la fitohemaglutinina
(PHA) del frijol rojo (Phaseolus vulgaris) [1]. La PHA estimula a los linfocitos T
in vitro de humanos, imitando la activacion de complejos TCR [23].
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3. JUSTIFICACION

En nuestro pais, la exposicion humana a contaminantes ambientales se
presenta con frecuencia, generando un impacto en la salud. La exposicién a
multiples quimicos compromete la integridad del material genético. Por lo que
es importante evaluar el dafio al DNA inducido por agentes xenobioticos. En
lineas celulares se ha observado que la activacidén/estabilizacion de la proteina
p53, en respuesta a sefiales de dafio y estrés celular, conlleva a un aumento
de los niveles de la proteina. Por lo tanto, se ha propuesto que esta proteina
podria ser atil como indicador de dafio. Dado que los linfocitos humanos son
las principales células utilizadas en monitoreo de poblaciones en riesgo, el
aumento en los niveles de p53 en este modelo podria convertirse en otro
parametro importante en la evaluacion de la exposicion humana a

contaminantes ambientales, tales como el arsénico.

En estudios preliminares se encontraron diferencias en los niveles de la
proteina p53 en linfocitos de sangre periférica de individuos sanos, esto, tanto
en los niveles basales como en los linfocitos tratados in vitro con sustancias
genotoxicas. Por lo que en este trabajo se plantea que estas diferencias
individuales podrian deberse a cambios en la cinética de induccion de la
proteina. También se ha propuesto que pueden existir alteraciones en la
degradacion y/o estabilizacion de la proteina p53 via ubiquitina-proteosoma, y
gue este podria tener consecuencias en la susceptibilidad a la exposicion a
agentes genotéxicos. La caracterizacion de los mecanismos de activacién de
p53 es una linea de investigacion que requiere ser explorada con la finalidad de
entender las respuestas individuales ante las exposiciones ambientales y

farmacolégicas a agentes xenobidticos.
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4. HIPOTESIS

En linfocitos de individuos sanos tratados con arsenito de sodio se
encontraran diferencias en la expresién de la proteina p53, las cuales podrian

estar involucradas con los cambios en su regulacion y degradacion.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar si las diferencias en la expresién de p53 entre individuos sanos estan
asociadas con los cambios en la degradacién y/o estabilizacion de la proteina.

Objetivos Particulares

1.- Estandarizar la induccion de la proteina p53 en los linfocitos de sangre
periférica en ausencia y presencia de estimulacion mitogénica y tratados in vitro
con un agente gentoxico (arsenito de sodio).

2.- Evaluar la cinética de induccion de la proteina p53 en los linfocitos de
sangre periférica de diferentes donadores tratados durante 3, 6, 12, 24 y 48 h

con arsenito de sodio.

3.- Determinar si el incremento de los niveles de la proteina p53 depende de la
inhibicion de su degradacion por la via ubiquitina-proteosoma, utilizando un
agente inhibidor de la formacién del proteosoma (MG132).




6. MATERIAL Y METODO

6.1 DISENO EXPERIMENTAL

CINETICA DE INDUCCION DE P53

>
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EVALUACION DE LOS NIVELES DE P53 AL INHIBIR SU DEGRADACION
VIA PROTEOSOMA

g Obtencion de muestras J

E Separacién de linfocitos J

i Cultivo de Linfocitos por 24h ]

Tratamiento con
Arsénico

Adicion de MG132 }

{Cosecha

Inmunodeteccion de la proteina p53 }

~32 ~




6.2 OBTENCION DE MUESTRAS Y CULTIVO DE LINFOCITOS

Se extrajo sangre heparinizada (aproximadamente 15 ml) por

venopuncién de donadores sanos, no fumadores y no expuestos a farmacos.

Las células mononucleadas fueron separadas por un gradiente de
densidad de Ficoll-Hypaque 1:3. En las que se observan 3 fases: la primera o
superior de suero, la segunda o intermedia de Ficoll-Histopaque y la tercera o
inferior de eritrocitos. Entre las 2 primeras fases se observa un halo blanco que
corresponde a los linfocitos. Este halo de células color blanco es el que se

recuperay el que se lleva a conteo celular.

Para los cultivos sin estimular (Go) se sembraron 4x10° células en un
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 5%,
aminoé&cidos no esenciales al 1% (10 mM Gibco) y L-glutamina al 1% (2mM
Gibco).

En los cultivos estimulados (PHA) se sembraron 4x10° células en un
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 15%,
aminoé&cidos no esenciales al 1% (10 mM Gibco) y L-glutamina al 1% (2 mM
Gibco). Se agregaron 200 ul del agente mitogénico, fitohemaglutinina.

6.3 TRATAMIENTOS

Se utilizé el arsenito de sodio (As), un agente genotoxico con evidencia
de efectos clastogénicos y aneugénicos, que aumenta los niveles de p53. Se
prepararon soluciones estériles acuosas de As (1M). Por diluciones se
obtuvieron las concentraciones finales (2 uM) para cada uno de los tiempos
deseados.

Para los cultivos sin estimular (Gg) los linfocitos se incubaron a 37°C
durante 24 h, posteriormente los cultivos se trataron con 2uM de As durante
24.h.

En los cultivos estimulados (PHA), los linfocitos se incubaron a 37°C
durante 24 h, posteriormente los cultivos se trataron con 2uM As durante 24 h.
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Para la evaluacién de la cinética de expresion de p53 se realizaron
cultivos de linfocitos con y sin el agente genotoxico durante 3, 6, 12, 24y 48 h;
en presencia y ausencia de un mitogeno PHA. Los cultivos celulares y la
determinacién de proteina se realizaron por triplicado para confirmar el patron

de expresién de cada individuo.

Para evaluar los niveles de la proteina p53 al inhibir su degradacion
mediada por el proteosoma, se realizaron cultivos de 48 h en presencia de
PHA. A estos linfocitos estimulados se les traté con arsenito de sodio (As)
durante las ultimas 24 h para dar tiempo a la expresién de la proteina p53. A
las 46 h se adiciond el agente inhibidor MG132 (10 uM) y finalmente los cultivos
fueron cosechados a las 48 h.

6.4 EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD

Para evaluar los efectos citotéxicos del compuesto utilizado se analizé la
viabilidad de las células durante los diferentes tiempos (3, 6, 12, 24 y 48 h)
realizando el ensayo de tincion dual FDA/BrEt, el cual se usa como indicador
para evidenciar la integridad de la célula. El BrEt tifie los &cidos nucleicos de
las células dafiadas, observandose un color anaranjado-rojo al microscopio de
fluorescencia; mientras que las células viables toman el color verde
fluorescente del reactivo FDA. Se tomaron 25 ul de la solucién FDA/BrEt y se
agregaron a las células, de esta mezcla se volvieron a tomar 25 pl que fueron
puestos en una laminilla. Se analizaron 100 células por triplicado al microscopio
de fluorescencia con el objetivo de 20x aumento Yy filtro de excitacion de 515-
560 nm.

6.5 INMUNODETECCION DE LA PROTEINA P53

Después de los tratamientos las células fueron cosechadas y se lavaron
con amortiguador de fosfatos (PBS) [24]. Los linfocitos fueron lisados en hielo
en una solucién salina amortiguadora de fosfatos con inhibidores de proteasas

y fosfatasas. Se recuperé el sobrenadante y se tomaron 5 ul de cada muestra
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para la cuantificacion de las proteinas totales mediante un ensayo colorimétrico

(Lowry).

Para realizar las inmunodetecciones se usaron 40 pg del lisado de
proteinas, la muestra se desnaturalizd durante 5 minutos a 80°C en una
soluciéon amortiguadora (2% SDS, 80 mM Tris pH 6.8, 10% glicerol, 5% -
mercaptoetanol y 0.01% de azul de bromofenol). Para la electroforesis se
preparé un mini gel de SDS-poliacrilamida al 12%. El gel fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa. Una vez terminada la transferencia la membrana

fue bloqueada con leche en polvo baja en grasa al 1% durante toda la noche.

La deteccion de la proteina p53 se realiz6 utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-p53 (DO-1) y fue reconocida por un anticuerpo secundario anti-
lgG unido a la enzima peroxidasa de raton. Después la membrana fue
incubada con anticuerpo contra la proteina 3-actina y con una peroxidasa de
cabra acoplada, la cual se utiliz6 como control interno de cargado de gel. Para
la deteccion de la proteina Bax se utilizé el anticuerpo policlonal anti-Bax (N-
20), posteriormente se incub6 con un anticuerpo secundario anti-IgG unido a
una peroxidasa de conejo. Mientras que para Bcl-2 se utilizé un anticuerpo

monoclonal acoplado a una peroxidasa de raton.

Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas en placas de

autoradiografias utilizando el sistema de peroxidasa (ECL, Amsterdam).

Finalmente, se midi6 la densidad 6ptica mediante el programa Quantity
One (Bio Rad).

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se analizé la normalidad de los datos para posteriormente realizar el
analisis estadistico con la prueba de ANOVA de una sola via para muestras
con distribucién normal, seguida de la prueba de Tukey para comparacion
multiple. Los datos que se consideraron estadisticamente significativos tuvieron

una p<0.05.




7. RESULTADOS
7.1 EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD

Los efectos citotoxicos del As se evaluaron mediante el uso del ensayo
de FDA/BrEt en cultivos de linfocitos sin estimular y estimulados con PHA.

En los linfocitos Go tratados con As se observé que hay una disminucion
de la viabilidad celular en funcién del tiempo. Se observé una disminucién a
partir de las 24 h y que continua hasta las 48 h, se encontraron diferencias
significativa de los tiempos de 24 h y 48 h con respecto al tiempo To, 6 hy 12
h, tanto en los controles como en los cultivos tratados con As (Fig. 8) (p <
0.05).

En los cultivos estimulados con PHA durante diferentes tiempos (3, 12,
24 y 48 h), con respecto al tiempo solo se observaron cambios en las células
respecto a las 3 h y 24 h tratadas con As. A las 48 h, se encontré6 una
diferencia significativa con respecto al tratamiento (Fig. 9).
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Figura 8. Efecto citotoxico del arsenito de sodio (As) en linfocitos no estimulados (Gy).
Los resultados muestran el promedio de tres experimentos separados por triplicado. En donde
a p<0.05 con respecto al control To; b p<0.05 con respecto al tiempo de 6h; ¢ p<0.05 con

respecto al tiempo de 12 h
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Figura 9. Efecto citotoxico del arsenito de sodio (As) en linfocitos estimulados con PHA.
Los linfocitos fueron estimulados con PHA durante 24h y posteriormente con As durante 48h
mas. Los resultados muestran el promedio de tres experimentos separados por triplicado. En

donde a p<0.05 con respecto al tiempo de 3 h; b p<0.05 con respecto al tiempo 24 h; ¢ p<0.05

con respecto al tratamiento.

7.2 EVALUACION DE LA CINETICA DE INDUCCION DE P53

Para evaluar la cinética de induccién de la proteina p53 en linfocitos
humanos, se realizaron cultivos celulares de 7 individuos sanos, bajo dos
diferentes condiciones: (1) linfocitos sin estimulacién tratados con As; (2)
linfocitos estimulados con fitohemaglutinina (PHA) tratados con As. Se obtuvo
el promedio de 3 experimentos independientes para confirmar el patrén.

Los linfocitos sin estimular (Go) de los donadores fueron incubados con
As de 6 a 48 h. Mientras que los linfocitos cultivados en presencia de PHA y
tratados con As se evaluaron de 3 a 48 h. Para el andlisis de los resultados, los
valores de las densidades Opticas de las bandas de p53 fueron normalizados
con respecto a los valores de las bandas de la proteina B-Actina. Para
comparar los datos entre los experimentos, los valores fueron homogenizados

transformando los datos del tiempo de 12 h a un valor de 1.

Al analizar la cinética de cada uno de los donadores fueron encontrados

dos patrones de expresion de la proteina p53 tanto para linfocitos sin estimular
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(Go) como en células estimuladas (PHA) en la respuesta al tratamiento con As.
En la fig. 10 se observan los blots representativos de estos patrones.

Patron 1 Patron 2

Grupo A Grupo B

6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h

- = o p53 | 3
Go

P — —— Actina ‘ml
Grupo C Grupo D

3h 12h 24h 48h 3h 12h 24h 48h

PHA

—— e —— R ep—

Figura 10. Expresion de p53 en funcidn del tiempo. Se muestra un blot representativo de

cada patrén. Concentrado en los donadores evaluados. Se utiliz6 como control constitutivo a la

proteina B-Actina.

En los donadores se detecto la proteina p53 en los cultivos de Gy desde
las 6 h de exposicion y se mantuvo sin cambios hasta las 48 h (Grupo A con el
Patron 1). Mientras que en otro grupo de donadores se observé un patrén
diferente, en el cual a las 6 h se expresan niveles muy bajos de p53, sin
embargo hay un incremento a las 12 h que va aumentando de manera gradual
hasta las 48 h (Grupo B con el Patrén 2) (Figura 10y 11).

En los linfocitos estimulados con PHA se observdé que en algunos
donadores se detectaban bajos niveles de p53 desde las 3 hasta las 12 h, con
un incremento a partir de las 24 h y que aumentd ligeramente a las 48 h (Grupo
C con el Patrén 1). Mientras tanto en otro grupo de donadores los niveles bajos
de p53 se mantuvieron constantes desde las 3 hasta las 12 h, aumentando
ligeramente a las 24 h y finalmente incrementdndose aun més al llegar a las 48
h (Grupo D con el Patrén 2) (Figura 10 y 12). Interesantemente, los linfocitos de




donadores que presentan el comportamiento sin cambios en Gy, cuando son
estimulados con PHA presentan un comportamiento similar al incremento en la

expresion en funcion del tiempo de exposicidn a As (Figura 13).
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Figura 11. Donadores agrupados por el patrén de expresion de la proteina p53 en
linfocitos circulantes sin estimulacion mitogénica (Go) tratados con As. Patron 1

representa al grupo A. Patrén 2 representa al grupo B.
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Figura 12. Donadores agrupados por el patrén de expresion de la proteina p53 en

linfocitos estimulados con mitdgeno (PHA) tratados con As. Patrén 1 representa al grupo

C. Patron 2 representa al grupo D.
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Figura 13. Comparacion de los grupos en funcion de las condiciones sin estimulacion
(Gp) y con estimulacién mitogénica (PHA) y los patrones de expresion de p53. Enla
grafica de la izquierda se pueden ver los patrones 1 grupos A y C; mientras que en la grafica de

la derecha se muestran los patrones 2 grupos B y D.

7.3 EVALUACION DE LOS NIVELES DE P53 AL INHIBIR SU
DEGRADACION VIA PROTEOSOMA

Determinar si el incremento de los niveles de la proteina p53 dependen
de la inhibicion de la degradacion de la proteina por la via ubiquitina-
proteosoma, se realizé utilizando el agente MG132 que inhibe la formacién del
proteosoma. Se realizaron cultivos de linfocitos bajo diferentes condiciones: (1)
linfocitos estimulados con PHA; (2) linfocitos estimulados con PHA vy tratados
con MG132; (3) linfocitos estimulados con PHA tratados con As y (4) linfocitos
estimulados con PHA, tratados con As y MG132. Los linfocitos de todos los
donadores fueron estimulados durante 24 h y tratados con As 24 h mas, siendo
agregado el agente MG132 en las dos ultimas horas para dar tiempo a la
expresion de la proteina p53 inducida por el As. Los valores fueron
normalizados con la expresion de la proteina B-actina y ajustados a 1 con
respecto al control (en este caso los linfocitos estimulados con PHA).
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Los resultados indican que la expresion de la proteina p53 aument6 en
las células cultivadas con el agente MG132, tanto en las células sin

tratamiento, como en las tratadas con As (Fig. 14).

p533/Actina
D.0. {(Unidades Arbitrarias)

PHA + + + +
Arsénico - - + +
MG132 = + o +

Figura 14. Deteccion de la proteina p53 en linfocitos humanos tratados con As y el
agente MG132. La proteina fue determinada por Western blot. Se cuantific la intensidad de
las bandas por densitometria 6ptica normalizadas con las bandas inmunoreactivas para -

Actina. Se reporta el promedio de los donadores tratados con el agente inhibidor MG132.

Es interesante mencionar que de forma individual todos los donadores
presentaron un comportamiento similar en cada condicién en la que fueron
tratados, sin embargo, para el analisis se agruparon de acuerdo a la cinética de
induccion de la proteina que presentaron, a pesar de esto, no se encontré una
relacién entre estos donadores y los patrones de expresion de la proteina p53

(Fig. 15).
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Figura 15. Deteccion de la proteina p53 en linfocitos humanos tratados con As y MG132
por grupos. La proteina p53 fue determinada por Western blot. Se cuantificé la intensidad de
las bandas por densitometria éptica normalizadas con actina. Se reporta el incremento a partir

de su control, ordenado por grupos de acuerdo a la expresion de p53.

7.4 EVALUACION DE LA APOPTOSIS EN LINFOCITOS TRATADOS CON
MG132

Para validar los resultados que se obtuvieron con el tratamiento con el
agente inhibidor del proteosoma MG132, se evalud la expresion de proteinas
pro-apoptoéticas (Bax) y anti-apoptéticas (Bcl-2) moduladas por p53. La finalidad
de este andlisis fue para demostrar que los niveles de p53 no se incrementaron
por un efecto toxico que podria llevar a la muerte celular. Considerando que el
balance entre Bax/Bcl2 determina su funcion, se calculé el coeficiente y se
obtuvo un indice apoptético, en donde los valores >1 indican que hay un
aumento en la expresion de Bax y por lo tanto, una disminucién en la expresion
de Bcl-2. Los resultados indican que el indice apoptético fue < a 1, indicando

gue no hay induccién de muerte celular programada (Fig. 16).
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Figura 16. Andlisis del coeficiente de Bax/Bcl2 en linfocitos humanos estimulados (PHA)
y tratados con MG132. Las proteinas Bax y Bcl-2 fueron determinadas por Western blot. Se
cuantificé la intensidad de las bandas por densitometria 6ptica normalizadas con actina. Se
reporta el promedio de Bax y Bcl-2 de los donadores en grafica de barras y el coeficiente en

puntos (triangulos).




8. DISCUSION

En este trabajo se evalud la expresion de la proteina p53 en linfocitos
humanos in vitro ante la presencia del arsénico. Los resultados muestran que
hay diferencias en la cinética de induccién entre los donadores sanos. Estos
resultados son congruentes con los datos de estudios previos, en cuales se ha
reportado que la expresion de la proteina p53 aumenta cuando se tratan
linfocitos y lineas celulares con agentes xenobiéticos [14, 24, 25]. También se
observé que se incrementan ligeramente los niveles de p53 en los linfocitos
estimulados con fitohemaglutinina, pero sin exposicion a arsénico,

probablemente debido al papel de p53 en la regulacién del ciclo celular.

Nuestros datos muestran que hay diferentes respuestas en la expresion
de p53 ante el agente genotéxico utilizado en este estudio. Por lo que los datos
obtenidos permitieron agrupar a los donadores en dos grupos: 1) la expresion
de p53 se incrementa fuertemente en funcién del tiempo de exposiciébn con
arsénico y 2) la expresion de p53 no cambia significativamente en funcién del
tiempo de exposicién con arsénico. Es de gran importancia mencionar que para
este trabajo se utiliz6 una dosis de arsénico ligeramente citotéxica, capaz de
aumentar los niveles de la proteina p53.

Con la finalidad de determinar si las diferencias en la expresiéon de la
proteina p53 entre los individuos estan relacionadas con alteraciones en la
degradacion y estabilizacion de la misma, se realizé el andlisis de la expresion
de p53 posterior al tratamiento con un agente inhibidor del proteosoma MG132.
Encontrando que la expresion de la proteina p53 aumenté en las células
tratadas con arsénico y con MG132, lo que sugiere que la degradacion de p53
es via ubiquitina-proteosoma. Estos resultados son apoyados por estudios
realizados por Masdehors [26] en células de leucemia B-CLL (B-cell chronic
lymphocytic leukemia) y linfocitos normales tratados con MG132, conduciendo
a la acumulacién de p53 a partir de las 3 h después del tratamiento.

La via ubiquitina-proteosoma es importante en la degradacién de
proteinas involucradas en el ciclo celular, apoptosis, respuesta al estrés,
trascripcion y sefalizacion. Recientemente, la ubiquitinacién de proteinas ha

sido implicada en una variedad de funciones reguladoras independientes del
~ 44 ~




proteosoma, incluyendo la reparacion del DNA, activacién de cinasas, entre
otras.

Diversos estudios en fibroblastos humanos muestran que diferentes
exposiciones al arsénico provocan cambios en el numero de proteinas
controladas por ubiquitina, incluyendo p53, ciclina D y GADD45 (Growth Arrest
and DNA- Damage-inducible protein 45) [27, 28]. Proponiendo que la
exposicion a arsénico puede ejercer efectos en la via ubiquitina-proteosoma.
Por otra parte, los estudios respecto a la acumulacién de proteinas
ubiquitinadas muestran diferencias dependiendo de la concentracion de
arsénico. Mientras que con altas concentraciones de arsénico (2 mM) se inhibe
la actividad de las enzimas conjugadas de ubiquitina por interaccién con
residuos de cisteina [29], en otros estudios, los bajos niveles de arsénico (0.5-
10 uM) causan la acumulacién de proteinas conjugadas de ubiquitina en tejido
renal de conejos y en la linea celular HEK293 [30]. En dicho estudio se utiliz6 el
agente inhibidor MG132 como un control positivo, mostrando una elevada
acumulacién de proteinas conjugadas con ubiquitina; se observé una
disminucién de la actividad de una o mas subunidades del proteosoma, ya sea
en la expresion de los genes o en el nivel de la proteina [30]. En el presente
trabajo no se encontraron diferencias entre los grupos que mostraron diferente
cinética de induccién de p53, lo que nos podria indicar que los bajos niveles de
p53 no son dependientes de una mayor degradacion de p53-via proteosomal.
Sin embargo, otros componentes de la via de degradacion de proteinas deben

ser investigadas, por ejemplo la conjugacion con ubiquitina.

Es probable las diferencias en la cinética de induccion de p53 estén
relacionadas con la metilacion del DNA, ya que se conoce que la transcripcion
de genes esta regulada por la metilacion del DNA y que en el cancer ocurre la
inhibicion de la expresion de p53 por la hipermetilacién de su region promotora
lo que puede conducir al desarrollo de la carcinogenesis inducida por el
arsénico [31]. Sin embargo, algunos de los individuos expuestos a arsénico han
mostrado un patrén de hipometilacion por lo que se plantea que estados de
hipo e hipermetilacion pueden estar presentes en células tratadas con arsénico
[32, 33].
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Es importante entender las diferencias entre los individuos en la
expresion de la proteina p53 tratando de dilucidar cudl podria ser el significado
biolégico de tener diferentes niveles de expresion de p53 ante el reto con
agentes xenobidticos. La relevancia podria entenderse a nivel de la sensibilidad
individual ante agentes que dafian el genoma por medio de la exploracion de

diferentes componentes de la via ubiquitina-proteosoma.
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9. CONCLUSION

Se encontraron diferencias en la expresién de p53 en linfocitos tratados
con arsénico bajo condiciones sin estimulacion (Gp) y con estimulacion

mitogénica (PHA).

No se encontré una relacién directa entre los bajos niveles de p53 y una
mayor degradacion de la proteina en los individuos con un patrén de baja

expresion ante el reto con arsénico.

No hay induccion de apoptosis en los linfocitos tratados con el agente
MG132, con lo que se comprueba que los niveles de p53 no se debieron a un
efecto citotoxico.

~ 47 ~




10. PERSPECTIVAS

Evaluar la expresién de la proteina p53 en linfocitos de individuos
expuestos a diversos xenobidticos para determinar si presentan patrones

similares a los encontrados en este estudio.

Explorar la participacion de otros componentes importantes en la ruta de
degradacion de p53 por la via proteosémica, tales como la conjugacién con
ubiquitina y otras proteinas implicadas en la degradacién de p53 como MDM2
y MDMA4.

Identificar si las diferencias en la expresiébn de p53 podrian ser
influenciadas por polimorfismos genéticos que afecten la funcién transcripcional
de p53.
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