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RESUMEN

La mayoría de las células son resistentes a la apoptosis inducida por TNF-a y se

sensibilizan cuando se inhibe la activad transcripcional de NF-¡cBo bien en presencia de

inhibidores de la síntesis proteica capaces de inhibir la expresión de genes anti­

apoptóticos. En esta tesis analizamos el rol del estrés osmótico en la apoptosis inducida

por "INF-a. Nosotros encontramos que éste es capaz de sensibilizar a células HeLa

resitentes a la apoptosis inducida por TNF-a y que esta sensibilización involucra, un

aumento de la actividad de varias MAPKs, la inhibición de la expresión de Bol-2 y el

aumento en una etapa tardía de la actividad de NF-KB. La muerte ocurre a pesar del

aumento de la actividad de NF-KB, cuya inhibición por otro lado causa un aumento

mayor de la apoptosis. La proteína quinasa p38 parecería estar involucrada en la

activación de NF-KB ya que su inhibición provoca un aumento significativo del efecto

del estrés osmótico en la apoptosis inducida por TNF-a.

Se ha demostrado previamente que dosis bajas de TNF-a tienen un rol

sensibilizador a la acción de los glucocorticoides en su protección de la apoptosis

inducida por esta citoquina. En este trabajo estudiamos las señales inducidas por TNF-a

que podrían estar involucradas en la regulación de la actividad del receptor de

glucocorticoides. Analizamos el rol de las MAPKs en la regulación de las actividades

biológicas del receptor de glucocorticoides, en un modelo de células sensibles a la

apoptosis inducida por TNF-a, donde los glucocorticoides son capaces de proteger a las

células de dicha muerte. Nosotros observamos que las cinco MAPKs mejor

caracterizadas hasta el momento son capaces de fosforilar al GR in vitro y que cuatro

miembros de esta familia, JNK, p38, Erkó y Erkl/2 son capaces de interactuar in vivo.

Asimismo vimos que p38 induce la activación transcripcional del GR, incrementa su
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localización nuclear y su unión a sus secuencias blanco presentes en el ADN. De

acuerdo con nuestros resultados, existen mecanismos moleculares que involucran la

participación de MAPKs inducidas por TNF-a, por los cuales la citoquina puede regular

la actividad del GR y la sensibilidad a su acción protectora de la apoptosis en el modelo

de apoptosis inducida por TNF-a.
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ABSTRACT

Most cells are naturally resistant to TNF-a-índuced cell death and become

sensitized when NF-KBtransactivation is blocked or in the presence of protein synthesis

inhibitors that prevent the expression of anti-apoptotic genes. We analyzed the role of

osmotíc stress on TNF-a-induced cell death. We found that it sensitizes the naturally

resistant HeLa cells to TNF-a-induced apoptosis with the involvement of an increase in

the activity of several kinases, the inhibition of Bcl-2 expression and a late increase on

NF-KB activation. Cell death occurs regardless of the enhanced NF-KB activity whose

inhibition produces an increase in apoptosis. The inhibition of p38 kinase, also involved

in NF-KB activation, significantly increases the effect of osmotíc stress on TNF-a­

induced cell death.

It was previously shown that a low dose of TNF-a has a priming effect on the

glucocorticoid-mediated inhibition to TNF-a-induced apoptosis. We analyzed TNF-a

induced signals that could be involved in the regulation of GR activities. We also

investigated the role of MAPKs in the regulation of GR biological activities in L-929

cells. These cells are sensitiveto TNF-ot-induced apoptosis which is prevented by ligand

activated GR. We observed that five MAPK family members can phosphorylate GR in

vitro and four members of this family: JNK, p38, Erk6 and Erkl/2 can physically

inter-actwith GR in vivo. We also found that p38 increases the transcriptional activity of

GR, its nuclear localization and its binding to DNA specific sequences. According to

our results, there are molecular mechanism that involves MAPKs induced by TNF-a by

which the cytokine may modulate the activity of GR and the sensitivity to their

protectíve role on TNF-a-induced apoptosis.
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PREAMBULO

Las células responden a cambios en el medio ambiente mediante respuestas que

abarcan desde simples cambios bioquímicos hasta severas transformaciones morfológicas

que son consecuencia de cambios bioquímicos varios. Esto incluye respuestas adaptativas

en un individuo unicelular o un rearreglo de la arquitectura de un órgano en un individuo

pluricelular en desarrollo, entre otras muchas. Una célula puede permanecer quiescente,

dividirse, diferenciarse e incluso morir de acuerdo a lo que ella misma es capaz de sensar

está ocun'iendo en el medio externo. Este fenómeno de adaptación de las células a las

señales que recibe del exterior es fundamental en el desarrollo normal de un organismo.

Estudiar los mecanismos que lo regulan es importante no sólo desde el punto de vista

básico sino dado que errores en esos mecanismos dan como consecuencia severas

patologías. Sea uno u otro el destino que la célula adopte, la“decisión” involucra casi

siempre un cambio en el patrón de expresión de sus genes. Estos “saben” que es lo que

ocurre en el exterior gracias a los sistemas de transducción de las señales. El modo en que

un mismo sistema funciona en distintas células puede tener similitudes, y de hecho los

científicos aún extrapolan con frecuencia datos obtenidos en un tipo celular a

observaciones hechas en otro distinto. Sin embargo dos conceptos han emergido entre

quienes estudian sistemas de transducción de señales involucrados en la alternativa de

sobrevida o muerte programada en la ultima década, estos son: l) La importancia del

contexto celular, 2) La necesidad de estudiar la integración de las señales transducidas por

diferentes caminos dado que éstos funcionan en fino equilibrio y sutiles diferencias en el

balance de sus niveles de activación puede acarrear consecuencias notorias para la célula.

En el presente trabajo de tesis nos hemos enfocado en dos sistemas celulares, células HeLa

y L-929 en los cuales el agregado de la citoquina TNF-alfa induce efectos diferentes. Nos

hemos centrado en estudiar los caminos de transducción de señales que involucran a las

proteínas quinasas activadas por mitógenos, a los receptores de glucocorticoides y a los

factores de transcripción de la familia NF-KB. A modo de introducción brindaremos una

descripción del estado del conocimiento actual de dichos temas.
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I-Citoquinas

Las citoquinas son proteínas producidas principalmente por el sistema inmune con

importantes funciones regulatorias, que ejercen su acción en forma autócrina, endócrina o

parácrina al interaccionar con receptores específicos presentes en diferentes tipos

celulares. Esta interacción conduce a la activación, proliferación, diferenciación o muerte

de su célula blanco.

Originalmente fueron consideradas como factores moduladores dentro del sistema

inmune, producidos por tipos celulares específicos, principalmente macrófagos y células

T, en respuesta a una infección y con un blanco de acción restringido. Actualmente,

existen numerosas evidencias de que estas proteínas pueden actuar sobre otros tejidos no

inmunes como el sistema nervioso central o el sistema endócrino modulando la síntesis de

neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas, así como la síntesis y expresión de otras

citoquinas y sus receptores.

Dentro del sistema inmune, las citoquinas producidas por linfocitos y macrófagos

en respuesta a una infección tienen un rol en la activación y diferenciación linfocitan'a.

Existen sin embargo numerosas patologías y síndromes de inflamación asociados a la

producción crónica o de altos niveles de citoquinas, en particular las citoquinas

inflamatorias como interleuquina-l (IL-1), IL-6 o el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)

con graves consecuencias para la salud del individuo, y que inclusive pueden llevar a la

muerte.

Dado que el sistema inmune no se encuentra totalmente autorregulado, el

equilibrio homeostático de la producción y funcionalidad de las citoquinas es mantenido a

través de la interacción entre los sistemas nervioso, endócrino e inmune constituyendo el

sistema neuroinmunoendócrino.

1.1. Efectos centrales de las citoquinas

Las citoquinas, además de ser mediadores de la inflamación, juegan un rol

fisiológico como factores tróficos o neuromoduladores, ocasionando cambios a nivel

endócrino y en el comportamiento del individuo. Se encuentran bien caracterizados los

efectos centrales que ocasionan las citoquinas (de origen central o periférico) y en

particular la IL-l y el TNF-a durante una infección, como hipertermia, aumento de la

fase lenta del sueño, astenia, adinamia, anorexia y los efectos periféricos como
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artralagias, liberación de reactantes de fase aguda por parte del hígado e inhibición de la

secreción ácida y del vaciamiento gástrico (Kent et aL, 1992)

En cuanto a sus acciones sobre el sistema neuroendócrino, las citoquinas

actuarían como mensajeros del estado de homeostasis del organismo: en respuesta a una

infección, el sistema inmune estaría capacitado para captar estímulos que no serían

reconocidos por el SNC y periférico y sólo serían captados por las células inmunes (ej.

bacterias, virus, tumores, antígenos y la integridad de todas las membranas celulares).

Este reconocimiento sería transformado por las células inmunes en información:

citoquinas, las cuales tienen acción sobre el sistema neuroendócrino. En respuesta, el

SNC y periférico libera hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos, que son

reconocidas por las células del sistema inmune provocando cambios inmunológicos

específicos (Blalock, 1984).

Dado que el presente trabajo se centra en las interacciones regulatorias entre

el TNF-a, proteínas quinasas reguladas por mitógenos (MAPK) y los

glucocorticoides (GC), se describirán las propiedades y acciones más importantes de

esta citoquina.

1.2. TNF-a

El TNF-a, originalmente descripto por su actividad antítumoral, es una citoquina

producida principalmente por los macrófagos y monocitos. El gen de TNF-0L está

localizado en el brazo corto del cromosoma 6, ligado al complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC). La proteína madura secretada tiene una masa molecular de 17

kDa y ejerce su acción biológica a través de la formación de trímeros por unión a

receptores específicos, probablemente por cross-linking de tres receptores de superficie.

Otra molécula relacionada al TNF-0Les la linfotoxina o TNF-fi cuya producción

está restringida a las células B y T. Aunque estructuralmente presenta cierta homología

con el TNF-q su rol biológico no está aún bien definido, pues, existen evidencias de que

ambas tienen actividades similares in vitro, pero las acciones mediadas por la

linfotoxina son menos potentes, o bien antagónicas con TNF-a (Armitage et aL, 1994).

Todos los efectos de TNF que se describen a continuación en este trabajo corresponden

a TNF-0L.



Introducción 10

1.2. I. Acciones biológicas del TNF-a

El estudio de esta citoquina ha sido considerado de gran importancia en los

últimos años desde puntos de vista básicos y aplicados por sus múltiples efectos

biológicos tales como: (a) Actividad proinflamatoria, siendo el principal mediador del

shock séptico. (b) Actividad inmunológica. (c) Actividad antitumoral. Su actividad

antitumoral se relaciona con su acción citotóxica y se ha demostrado que esta citoquina

puede inducir apoptosis. El rol de esta citoquina en el proceso de apoptosis se discutirá

en el capítulo de Apoptosis.

a) Actividadproinflamatoria-rol en shock séptico.

El shock séptico constituye una respuesta sistémica a una infección la cual provoca

una elevada tasa de mortalidad (Morrison et al., 1987). Aproximadamente el 70 % de los

shocks sépticos en humanos son causados por endotoxinas de bacterias Gram-negativas y

el otro 30 % por exotoxinas liberadas por bacterias Gram-positivas. Los principales

mediadores de las patologías del shock séptico son el TNF-a e IL-l, las cuales son

liberadas masivamente por los monocitos, macrófagos y otros leucocitos en respuesta a las

toxinas bacterianas (Tracey, et al 1986).

El TNF-a es considerado el principal mediador de los síntomas observados en el

shock séptico, incluyendo hipotensión, fiebre, trombosis intravascular, edema pulmonar,

necrosis de diversos tejidos y hemorragia, que finalmente llevan a la muerte. Estos efectos

pueden inducirse experimentalmente, por la administración de lipopolisacárido bacteriano

(LPS), que es un constituyente de la pared bacteriana, responsable de la activación de los

monocitos para la producción de las citoquinas inflamatorias.

Existen numerosas evidencias que sustentan esta idea: TNF-a es la primera

citoquina que aparece en la circulación en la sepsis experimental, en endotoxemia en

humanos y en animales de laboratorio. La aparición sistémica de TNF-a es detectada a los

45 minutos y alcanza un pico alos 90 minutos post inyección de LPS, coincidiendo con el

desarrollo de los síntomas clínicos de sepsis. Otras citoquinas involucradas en la

patogénesis de la sepsis son IL-l e IL-6 también producidas por macrófagos, más

tardíamente que el TNF-a. La administración de altas dosis de TNF-a recombinante a

animales produce un síndrome con todas las caracteristicas de la sepsis (Tracey, et al,

1986). La administración de dosis subletales de TNF-oc mimetiza los cambios
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hemodinámicos vistos en sepsis (Schirmer et aL, 1989). Además, el efecto letal debido a la

administración intravenosa de endotoxina en ratones es bloqueado por el pretratamiento

con anticuerpo policlonal anti-TNF-a (Tracey, et al, 1987). Se demostró también que la

neutralización de TNF-a tiene un efecto de atenuación en la síntesis de IL-l e IL-6,

sugiriendo que TNF-a es un intermediario en la producción de estas otras citoquínas

mediadoras de sepsis (Van Der Poll y Sauerwein, 1993). Algunos estudios han

demostrado la eficacia de los tratamientos con anticuerpos anti-TNF-a en ciertos modelos

de sepsis (Mathison et aL, 1988; Van Der Poll y Sauerwein, 1993). Sin embargo, TNF-a

parece no ser crítico para todas las formas de sepsis, dado que los anticuerpos anti-TNF-a

no confieren protección en la peritonitis séptica experimental (Bagby et al., 1991). Es

probable que IL-l interactúe con TNF-a. para inducir el clásico síndrome séptico, ya que

ambos sinergizan en la producción de toxicidad sistémica (Okusawa et al., 1988), y el

tratamiento con el antagonista del receptor de IL-l resulta en una protección contra la

endotoxemia letal y la sepsis sin afectar la concentración de TNF-a en suero (Ohlsson et

al., 1990).

Estas evidencias, sustentan la idea de que la sintomatología que acompaña al shock

séptico, que no es revertida por el uso de antibióticos, es consecuencia directa de la

sobreproducción de citoquínas inflamatorias más que de la infección bacteriana. De

acuerdo con esto, resulta evidente y necesaria la existencia de mecanismos estrictos de

control de la producción y modulación de la acción biológica de la citoquínas, a través de

diversos mecanismos del propio sistema inmune y también neuroinmunoendócrinos.

b) Actividad inmunológica

En respuesta a una infección, la presentación del antígeno así como la activación

linfocitaria se realiza en el contexto del MHC. El TNF-a induce la expresión de estas

moléculas: MHC clase I, al actuar sobre las células endoteliales y fibroblastos de la derrnis

(Collins et al., 1986) y MHC clase II en macrófagos y células B del páncreas (Chang y

Lee, 1986). En las células endoteliales, el TNF-oginduce la expresión de ICAM-l y de

otras moléculas de adhesión como VCAM-l y ELAM-l, incrementando de este modo, la

unión de células T y de células presentadoras de antígeno (Mackay y Imhof, 1993; Wride

y Sanders, 1995).
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Esta citoquina también manifiesta una acción directa sobre las células del sistema

inmune provocando diversos efectos:

Células T: Existen evidencias de que el TNF-a es comitogénico sobre los

timocitos de ratón, y además se ha observado su expresión en el timo de estos animales

(Ranges et al., 1988). En las células T activadas, esta citoquina induce la expresión de

receptores para IL-2 y la producción de interferón y (IPN-y), aumentando de este modo la

respuesta de las células T a IL-2 (Yokota et al., 1988).

Células B: De acuerdo con estudios realizados in vitro, se ha demostrado que el

TNF-a es un factor de crecimiento para las células B humanas (Jirillo et al., 1995) y

además de su función mitogénica, estimula la secreción de inmunoglobulina M (IgM) en

presencia de lL-2 y de Staphylococcus aureus strain I (SAC) (Jirillo et al., 1995).

Macrófagos: El TNF-a, actúa directamente sobre estas células induciendo la

síntesis de IL-l, e indirectamente al estimular la unión de macrófagos a las células

endoteliales favorece la presentación de antígeno, así como la activación de las células

T y B. Por otro lado, esta citoquina también ejerce una función antiparasitaria:

macrófagos activados por TNF-a resultan efectivos en la eliminación de diversos

parásitos como Plasmodium chabaudi, Leíshmanía major, Trypanosoma cruzi y

Schistosoma mansoní, vía la síntesis de óxido nítrico (NO) (Liew et 31., 1990; Wirth y

Kierszenbaum, 1988). Según estudios recientes, se ha detectado la expresión de esta

citoquina en la membrana de sus células productoras: monocitos y macrófagos,

conjuntamente con otras citoquinas como IL-l, 1L-6 e IL-8. En este contexto, el

contacto célula-célula a través de receptores específicos en las células polimorfos

nucleares (PMN), podría favorecer su actividad fagocítica (Jirillo et al., 1995).

1.2.2. Receptores de TNF-a

El TNF-a tiene dos receptores diferentes, ambos de amplia distribución en todos

los tejidos, localizados en la superficie celular: TNFRI (pSS), el cual se expresa

constitutivamente en bajos niveles y TNFR2 (p75) el cual se induce fuertemente durante

el curso de una respuesta inflamatoria (Hohmann et al., 1990; Rothe et al., 1993).

Ambos tipos de receptores se encuentran también en forma soluble y son capaces de

unir TNF-a compitiendo con los receptores de superficie. Este podría ser uno de los

mecanismos de regulación de la actividad biológica de esta citoquina.
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El subtipo de receptor p55 presenta alta homología con: nerve growth factor

receptor (NGFR), CD40, CD27, CD30, antígeno Fas, todos ellos miembros de la

superfamilia de receptores, que al interaccionar con sus ligando inducen apoptosis

(Armitage et al., 1994; Smith et al., 1993).

La similitud estructural de ambos receptores del TNF-(X está limitada a los

dominios extracelulares (Tartaglia y Goeddel, 1992). Los dominios intracelulares de los

subtipos p55 y p75 son muy diferentes, lo cual indica que utilizan distintas vías de

transducción de señales. La exposición de células a TNF-a resulta en la activación de

dos factores de transcripción: AP-l (Brenner et al., 1989) y NF-KB (Osbom et al.,

1989). Estos factores de transcripción median la inducción de citoquinas, genes

inmunorregulatorios, genes proinflamatorios así como también de metaloproteasas. En

la mayoría de los tipos celulares la activación del factor de transcripción NF-KB ocurre

primordialmente a través del TNFRl (Schutze et al., 1992).

Ambos receptores carecen de dominios enzimáticos, y su capacidad de

transducir señales es dependiente de la interacción con proteínas que se asocian en sus

dominios citoplasmáticos (Vandnabeele et a.l., 1995).

La unión del TNF-a con TNFRI induce la trimerización del mismo y la

asociación de proteinas adaptadoras llamadas death domains (DD) a los dominios

citoplasmáticos del receptor (Figura l). Posteriormente se produce la interacción de

estas proteínas con TRADD (TNF-receptor I-associated death domain protein), que

funciona como un adaptador para el reclutamiento de otras proteínas como es el caso de

la serina treonina quinasa RIP (receptor-interacting protein) y TRAFZ (TNFR­

associated protein) (Hsu et al, 1995; Rothe et aL, 1994). Este complejo proteico luego

activa a la quinasa (IKK) que fosforila al factor inhibitorio KB, lo que induce su

degradación por el proteosoma y la subsecuente activación del factor de transcripción

NF-KB y de la cascada de JNK/AP-l, como se describirá más adelante. Por otro lado, la

tn'merización del receptor de TNF dada por la unión de su ligando, puede resultar en el

reclutamiento de TRADD, que es capaz de interaccionar con la proteína FADD (Fas­

associated protein with death domain), quien activa la maquinaria apoptótica (Hsu et

al., 1996).
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Figura l. Señabs pm-y anfi-apoptóttas mediadaspor
el receptor de necrosis tumoral a (TNF-a). Ashkenazi
et al, 1998.

2- Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un tipo de muerte celular muy

coordinada que comienza con la formación de burbujas en la membrana, el vaciamiento

celular, la fragmentación de proteínas, condensación de la cromatina y degradación del

ADN, seguido por la encapsulación de estos fragmentos en cuerpos apoptóticos los

cuales son rápidamente fagocitados por las células vecinas. Bioquímicamente las células

apoptóticas se caracterizan por la reducción de su potencial transmembrana, la

acidificación intracelular, la producción de radicales libres, la externalización de los
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residuos de fosfatidilserina en la membranas, y la degradación del ADN en fragmentos

intemucleosomales.

La apoptosis desempeña un papel central tanto en el desarrollo como en la

homeostasis de cualquier organismo multicelular (Steller et al., 1995; Jacobson et al.,

1997). Las células mueren por apoptosis durante la morfogenesis o sinaptogenesis en

embriones en desarrollo y en e] animal adulto durante el turnover de tejidos, o al final

de una respuesta inmune. Dado que el rol fisiológico de la apoptosis es crucial, un mal

funcionamiento de este proceso puede ser mortal. Tal es el caso en las enfermedades de

Alzheimer y Parkinson donde se produce la apoptosis descontrolada de ciertas neuronas

cerebrales. Por otro lado la imposibilidad de las células que se están dividiendo de

iniciar la apoptosis luego de un daño severo en el ADN contribuye a inducir cáncer

(Thompson et aL, 1997).

2.1. Receptores de la muerte

Las señales de sobrevida provenientes del medio celular así como los sensores

internos para la integridad celular mantienen normalmente la maquinaria apoptótica de

la célula en estado permanente de “chequeo”. Cuando una célula pierde contacto con las

células que la rodean o tiene un daño irreparable interno, la célula inicia el proceso de

apoptosis. Los mamíferos han evolucionado otro tipo de mecanismo que les permite al

organismo dirigir a una sola célula a su propia destrucción. Este tipo de apoptosis

“instructiva” es muy importante especialmente en el sistema inmune. Los receptores de

la muerte, localizados en la superficie celular son los encargados de transmitir las

señales apoptóticns iniciadas por la unión con sus ligandos específicos. Estos detectan la

presencia de señales extracelulares de muerte y en respuesta, activan rápidamente la

maquinaria apoptótica ocasionando la muerte específica de la célula dentro de horas.

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores de TNF, por lo tanto

poseen dominios extracelulares ricos en cisteínas (Smith et al, 1994). Así mismo poseen

secuencias citoplasmáticas idénticas llamadas dominios de muerte (DD).

Los receptores de la muerte mejor caracterizados son CD95 (también llamado

Fas o Apo l) y TNFRl (también llamado p55) (Smith et al., 1994). Otros receptores de

la muerte son CAR] (Brojatsch et al., 1996); death receptor 3 (DR3 también llamado

Apo3, WSL-l, TRAMP, o LARD) (Chinnaiyan et al, 1996; Marsters et al,l996; Kitson

et al,l996; Bodmer et al,l997; Screaton et al,l997); DR4 (Pan et al.,l997); y DRS
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(también llamado Ap02, TRAIL-R2, TRICK 2, o KILLER) (Walczak et al., 1997;

Screaton et al., 1997;; Schneider et al., 1997). El receptor del factor de crecimiento

nervioso (NGFR) también contiene un dominio de muerte (Liepinsh et al., 1997). Los

ligandos que activan a estos receptores con excepción de NGFR, son moléculas

estructuralmente relacionadas que pertenecen a la superfamilia de TNF (Smith et al,

1994). El ligando CD95 (CD95L) se une al CD95; TNF y la linfotoxina a se unen al

TNFRl; el ligando Apo3 se une al DR3; el ligando Ap02 se une a DR4 y DRS.

2.1.1. Transduccíón de señales vía CD95 y TNFRl

Receptor CD95

El receptor CD95 y su ligando desempeñan un papel muy importante en tres

tipos de apoptosis fisiológicas: a) participan de la deleción periférica de linfocitos T

activados al final de la respuesta inmune; b) intervienen en la eliminación de células

infectadas por virus o en la eliminación de células cancerosas por células T citotoxicas o

por células natural killer (NK); y c) participan de la eliminación de células

inflamatorias en sitios inmunoprivilegiados como el ojo. Estas evidencias sobre el rol

biológico de CD95 provienen de ciertas cepas de ratón y de pacientes humanos que

poseen genes defectivos de CD95 o CD95L.

La unión del ligando al receptor CD95 induce la tn'merización del mismo y el

reclutamiento de dominios de muerte al receptor (Huang et al, 1996). Luego una

proteína adaptadora llamada FADD (Fm-associated death domain) se une a través de su

propio DD a los DD que se encuentran unidos al receptor. FADD contiene un dominio

efector de muerte que es capaz de unirse a un dominio análogo presente en la forma

inactiva de la caspasa-8 (Boldin et al 1996), lo que provoca la activación a través de su

propio clivaje (Muzio et al,l998). Caspasa-8 luego activa a una caspasa efectora, como

por ejemplo caspasa-3 provocando entonces la apoptosis de la célula.

Receptor TNFRl

El TNF-a es capaz de inducir apoptosis vía la activación de proteasas

intracelulares llamadas caspasas, las cuales se describen más adelante, a través de la

unión a su receptor TNFRl (Voelkel-Johnsos et al., 1995). En particular se vio que
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FADD se une al complejo TNFRl-TRADD e induce la activación de caspasa-8

desencadenando apoptosis (Figura l).

Se sabe que el TNF-a es una proteína que ejerce efectos citotóxicos y

citostáticos contra líneas celulares tumorales, de ahí el nombre de esta citoquína. La

acción selectiva de esta monoquina contra líneas tumorales no es debido a diferencias

en el número de receptores con alta afinidad por TNF-a, ya que muchas células

normales muestran las respuestas características a TNF-a sin estar inhibido su

crecimiento. La citotoxicidad selectiva del TNF-a contra líneas tumorales y los otros

efectos de esta molécula estarían mediados por la activación de vías bioquímicas

independientes, en las cuales el factor de transcripción NF«B juega un rol crucial (Reid

et al., 1995). La citotoxicidad inducida por TNF-a está mediada, en parte, por estrés

oxidativo. Las mitocondrias son la principal firente de especies de oxígeno reactivo

(ROS) en células no fagocíticas, y estas organelas son los primeros blancos de esta

citoquina (Polla et al., 1996). Un ejemplo de ello es el primer evento que ocurre luego

de la unión del TNF-a a su receptor en céluas sensibles a TNF-a: la generación

mitocondrial del anión superóxido (02') (Hennet et al., 1993).

2.2. Caspasas

El principal componente de la maquinaria apoptótica esta constituído por una

familia de proteasas llamadas caSpasas, las cuales son los efectores universales de la

muerte apoptótica.

Las caspasas son cistein proteasas que poseen secuencias arninoacídicas,

estructuras y especificidad de sustrato similares (Nicholson y Thomberry, 1997)

Las caspasas son sintetizadas como proenzimas (de 30-50 kDa) que no tienen

actividad catalítica y que contienen 3 dominios: un dominio N-terminal, una subunidad

grande (N20 kDa) y una subunidad pequeña (N10 kDa). La activación provoca un

procesamiento proteolítico entre los dominios, seguido de la asociación de las

subunidades grande y pequeña y la formación de un heterodímero. Este procesamiento

proteolítico, puede estar mediado por otra proteasa o puede ser autocatalítico.

Las caspasas son proteasas muy específicas que clivan después de un

aminoácido aspártico. El reconocimiento de por lo menos cuatro aminoácidos hacia el

extremo amino terminal del sitio de clivaje es un requerimiento necesario para el clivaje



Introducción 18

eficiente. El motivo del tetrapéptido reconocido varía entre las distintas caspasas y

ayuda a explicar la diversidad de sus funciones biológicas. Se vio también que no todas

las proteínas que contienen una sequencia tetrapéptida óptima son clivadas lo que

estaría hablando de que la estructura terciaria podría influir en el reconocimiento del

sustrato.

Todos estos requerimientos muestran que las caspasas son altamente eficientes

en el reconocimiento de sus sustratos cosa que se pone de manifiestso con la

observación de que la apoptosis no está acompañada por la degradación indiscriminada

de proteínas, todo lo contrario un grupo selecto de proteínas es clivada en una forma

muy coordinada, normalmente en un solo sitio provocando la pérdida o el cambio en su

función.

2.2.l. Activación de caspasas

Las caspasas pueden dividirse en:

a) caspasas iniciadoras las cuales en respuesta a señales pro-apoptóticas disparan

el desensamblado celular, en general a través de la activación de caspasas

efectoras.

b) caspasas efectoras las cuales participan directamente en el desensamblado

celular.

Activación de caspasas iniciadoras: Hay evidencias que muestran que la

activación de caspasas iniciadoras involucra la unión de las mismas con cofactores

específicos, un mecanismo comunmente observado con las proteasas. Esta unión es

desencadenada por señales proapoptóticas. La activación de la procaspasa-8 requiere la

asociación con su cofactor FADD a través de los DED (death eflector domain), mientras

que la activación de la procaspasa-9 involucra la formación de un complejo con su

cofactor Apaf-l (apoptotic protease-activating factor-1) a través de CARD (caspase

recruitment domain). La ativación de caspasa-9 también requiere del citocromo-c y de

deoxyadenosina trifosfato (dATP), indicando que la activación de caspasas puede

requerir de múltiples cofactores.

Activación de caspasas efectoras: Tanto evidencias genéticas como bioquímicas

avalan un modelo de cascada para la activación de las caspasas efectoras: una señal

proapoptótica provoca la activación de una caspasa iniciadora, la cual a su vez activa a

una caspasa efectora provocando la muerte celular. Distintos tipos de caspasas
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iniciadoras median diferentes conjuntos de señales, por ejemplo caspasa-8 está asociada

a la apoptosis desencadenada por receptores de muerte (Ashkenazi et al, 1998); mientras

que la caspasa-9 está involucrada en la muerte inducida por agentes citotóxicos (Hakem

et al, 1998). Este modelo permite explicar como distintas señales provocan los mismos

cambios morfológicos y bioquímicos.

2.2.2. ¿Cómo las caspasas destruyen a Ia célula?

Como mencionamos anteriormente las caspasas destruyen a la célula a través del

clivaje discreto de un grupo de proteinas usando una variedad de estrategias distintas.

Ellas pueden: a) inactivar inhibidores de proteínas que promueven cambios apoptóticos

por ejemplo CAD/I CADEn células no apoptóticas CAD (caspase activated

deoxyribonuclease) se encuentra inactiva en un complejo con I CAD.Durante la

apoptosis, I CADse inactiva por caspasas dejando a CAD libre permitiéndole funcionar

como nucleasa del ADN; b) destruir estructuras celulares como por ejemplo la laminina

nuclear, o a través del clivaje de proteínas que están involucradas en la regulación del

citoesqueleto (gelsolina, FAK (focal adhesion kinase) y PAK2 (p-21-activated kinase

2)); y C) desregulando proteínas mediante la separación de los dominios regulatorios y

catalíticos provocando la pérdida o ganancia de función. Por ejemplo mediante la

inactivación de proteínas que están involucradas en la reparación del ADN (como DNA­

PK cs),en el procesamiento del ARN mensajero (como Ul-70K) y en la replicación del

ADN (como el factor de replicación C).

En resúmen las caspasas rompen los contactos célula-célula, reorganizan el

citoesqueleto, inhiben la replicación del ADN y su reparación, interrumpen el

procesamiento del ARN, destruyen el ADN, rompen las estructuras nucleares,

inducen a la célula a mostrar señales que las marcan para ser fagocitadas, y

desintegran a la célula en cuerpos apoptóticas.

2.3. Lafamilia de proteínas BCI-2

El proto-oncogen BCL-2 se descubrió inicialmente en linfomas humanos de

células B. La familia de proteinas de Bel-2 incluye moléculas pro y anti-apoptóticas, de

hecho la relación entre ambos subtipos ayuda a determinar en parte la suceptibilidad de

las células a las señales de muerte (Oltvai et al., 1993).
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Por lo menos 15 miembros de la familia de Bel-2 se han identificado en células

de mamíferos y muchas otras en virus (Corey et al., 1995). Todos los miembros de esta

familia poseen al menos uno de los cuatro motivos conservados, conocidos como

dominios de homología a Bcl-2 (BHl-BH4) (Figura 2). La mayoria de los miembros

antí-apoptóticos contienen al menos BHl y BH2, y aquellos más parecidos a Bol-2

poseen los cuatro dominios BH. Las dos subfamilias pro-apoptóticas difieren bastante

con respecto a Bel-2. Mientras que Bax, Bak y Bok, contienen BH], BH2, y BH3 y se

parecen bastante a Bel-2, los otros siete miembros pro-apoptóticos poseen sólo una

parte central del dominio BH3 (Figura 2).
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Figura 2 Familia deprotánas Bcl-2 Se muestran tres subfamxlnas Bel-2, Bax y BH3 Adams ct al , 1998

Una característica importante de los miembros de esta familia es su capacidad de

formar homo-y heterodímeros, lo que sugiere una competencia neutralizante entre

ambos subtipos. Hay evidencias que sugieren que la heterodimen'zación no es requerida

para las funciones anti-apoptóticas de esta familia (Cheng et al., 1996-), mientras que es

esencial para las actividades pro-apoptóticas (Chittenden et al., 1995) a través de las

interacciones entre los dominios BH3.

Otra característica de algunos de los miembros de esta familia como Bcl-xl, Bcl­

2 y Bax corresponde a su habilidad de formar canales en bicapas lipídicas en

experimentos realizados in vitro. Asimismo se vio que los canales creados por Bax y

Bel-2 tienen distintas características incluída la selectividad de algunos iones
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Los miembros pro- y anti-apoptóticos de esta familia se localizan en

compartimentos subcelulares distintos en ausencia de una señal de muerte. Los

miembros anti-apoptóticos son inicialmente proteínas integrales de membrana que se

encuentran en mitocondria, reticulo endoplasmático o membrana nuclear, mientras que

algunos de los miembros pro-apoptóticos se encuentran en el citoplasma o en el

citoesqueleto. Luego de una señal de muerte, los miembros pro-apoptóticos que han

sido analizados hasta el momento sufren un cambio conformacional que les permite

llegar e integrarse en las membranas, especialmente en la membrana externa de la

mitocondria

2.3.1. Mecanismos de acción

Existen varios mecanismos posibles de acción para los distintos miembros de

esta familia:

l) La relación de los miembros pro- y anti-apoptóticos es muy importante en

determinar la suceptibilidad de una célula a sufrir apoptosis. La importancia de este

mecanismo de inactivación, dado por la interacción entre sus dominios BH3, se ve

reflejada por ejemplo en que la relación de Bol-2 a Bax varia durante el desarrollo de

distintos linajes celulares.

2) Hay evidencias que muestran que los miembros anti-apoptóticos de esta

familia están involucrados en la mantención de la integridad de las organelas. Por

ejemplo Bcl-2 directa o indirectamente previene la liberación de citocromo c de la

mitocondria el cual, junto a ATP, pueden facilitar el cambio estructural de Apaf-l

(apoptolic protease-activatingfactor-1) lo que a su vez permite el reclutamiento de pro­

caspasa-9 y su activación (Zou et al.,l997; Kroemer, 1997; Green et al.,1998) (Figura

3).

3) Asimismo existen evidencias bioquímicas que sugieren que los miembros

anti-apoptóticos podrian funcionar inhibiendo directamente la habilidad de ciertas

moléculas de activar caspasas. Por ejemplo Bcl-xLpuede inhibir la asociación de Apaf-l

con la pro-caspasa-9 y de esta manera impedir la activación de esta caspasa (Figura 3).

Por otro lado una señal de muerte puede provocar la interacción de un miembro de la

familia BH3 o de un miembro de la familia Bax con Bcl-xL, impidiendo entonces la

neutralización de Apaf-l .
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Figira 3. Modelo de regulación de Apaf-l por miembros de la fanilia de Bel-2 Bel-xlu otro
miembro anti -apoptót1co se puede umr a Apaf-l y prevenir entonces la achvamón de pro-caspasa-9
Una señal de muerte puede por eJemplo provocar la interactión de un mrembro de la farmlla BH3
(en este caso Blk) o de un mlembro de la farmha de Bax con Bol-X1,lmpldlf la neutralrzacrón de
Apaf-l Adam et al ,1998,

4) Si bien la mayoría de las proteínas pro-apoptóticas antagonizan directamente

con las proteínas anti-apoptóticas, el grupo de proteínas Bax puede provocar la muerte

independientemente de la activación de caspasas a través del daño de organelas, siendo

la rnitocondria un blanco posible. Esto probablemente esté mediado por su capacidad

formadora de poros, los cuales podrían alterar la permeabilidad mitocondrial.

La familia de proteinas Bel-2 es regulada por citoquinas, por señales de muerte y

por señales de sobrevida a distintos niveles. Varios genes anti-apoptóticos son inducidos

transcripcionalmente por ciertas citoquinas (Adams y Cory, 1998). Sin embargo se ha

observado que las señales de sobrevida inducidas por citoquinas involucran una

regulación post-traduccional. La fosforilación de los miembros anti-apoptóticos, puede

aumentar o inhibir su actividad. La activación sostenida de quinasas, algunas de las l

cuales se describen más adelante, luego de la activación de caspasas se ha relacionado

con apoptosis (Ip et al. 1998), y la fosforilación de los miembros de la familia de Bel-2

parecerían ser sus blancos. Sin embargo, la mayoría de los eventos de fosforilación

parecen ser inactivantes y entonces promovedores de la muerte celular.
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3. Elfactor de transcripción NF-kB

3.1. Descripción molecular

El factor nuclear kappa B (NF-KB)es un factor de transcripción expresado en un

amplio número de tejidos, y de particular importancia para las células del sistema

inmune. Originalmente fue identificado como una proteína de unión al enhancer del gen

que codifica para la cadena liviana kappa en células B (Sen y Baltimore, 1986), sin

embargo actualmente es sabido que el factor de transcripción NF-KB regula

positivamente la expresión de numerosos genes involucrados en respuestas inmunes e

inflamatorias en mamíferos, como ser citoquinas, moléculas de adhesión celular,

factores del complemento e inmunoreceptores (Baeuerle y Henkel, 1995), por lo tanto,

esta moléculajuega un rol crítico en la primera línea de defensa contra las amenazas de

la salud del organismo. Asimismo NF-KB juega un rol central en la regulación de

apoptosis y proliferación celular ya que activa la expresión de genes como c-IAP-l, Bcl­

XL,Fas ligando, c-myc y ciclina Dl (Karin et al., 2002).

NF«B se encuentra en el citoplasma de la mayoría de los tipos celulares como

homodímeros o heterodímeros de una familia de proteínas estructuralmente

relacionadas y evolutivamente conservadas (Baldwin et al., 1996). Cada miembro de

esta familia contiene una región amino-terminal conservada llamada dominio de

homología a Rel (RHD) dentro de la cual se encuentra el dominio de unión al ADN, el

dominio de dimerización, la señal de localización nuclear y el sitio de unión a las

proteínas inhibitorias licB. Hasta el presente se han identificado cinco proteínas

pertenecientes a la familia NF-KB en mamíferos: c-Rel (Rel), Rel A (p65), Rel B, NF­

icBl (p50 y su precursor plOS) y NF-KBZ (p52 y su precursor plOO). Los tres primeros

son producidas como proteínas transcripcionalmente activas, mientras que los dos

últimos son sintetizadas como moléculas precursoras largas de 105 kDa y 100 kDa

respectivamente, las cuales son procesadas a formas más pequeñas y

Uanscfipcionalmente activas. Los mecanismos por los cuales los precursores plOS y

plOO son procesados no están completamente entendidos pero hay evidencias que

sugieren que involucran mecanismos post-traduccionales y co-traduccionales (Karin y

Ben-Nen'ah, 2000). Lo que si parece estar claro es que el procesamiento de p105 es

constitutivo, mientras que el de plOOes regulado (Xiao et al. 2001).
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Si bien la mayoría de los dímeros son activadores de la transcripción, los

homodímeros p50/p50 y p52/p52 pueden reprimir la transcripción de sus genes blancos.

El dímero p50/p65 se encuentra ampliamente distribuido en numerosos tipos celulares,

mientras que los otros miembros presentan una distribución restricta, por ejemplo Rel B

se expresa en regiones específicas del timo, ganglos linfáticos y placas de Peyer y c-Rel

se expresa sólo en células hematopoyéticas y linfocitos (Li et al. 2002).

La gran cantidad de combinaciones de diferentes heterodímeros, sugiere la

posibilidad de que se pueda generar un amplio número de complejos proteicos capaces

de regular la expresión génica, mediada por NF-icB, partiendo solo de un pequeño grupo

de genes. Este fenómeno se conoce como “control combinatorio”.

3.2. Proteínas [KB

Las proteínas IKB constituyen una familia caracterizada por poseer repeticiones

de 33 aminoácidos llamados ankirin repeats responsables de mediar las interacciones

proteína-proteína. Esta familia esta formada por siete miembros: IicBa, IKBB, Ichc,

IKB‘Y,Bcl-3 y las proteínas Rel precursoras plOO y p105 (Ghosh et al., 1998). Resulta

interesante destacar que plOO puede funcionar tanto como proteína IKB, como proteína

Rel formando parte específicamente del heterodímero con Rel B, ya que su

procesamiento permite la liberación del heterodímero p50:Rel B (Solan et al., 2002).

La proteína inhibitoria mejor caracterizada es IKBG,ya que fue la primera en ser

clonada (Davis et al., 1991; Haskill et al., 1991). IKBO.es una proteína de unos 37 kDa

que tiene una organización tripartita, también vista en IKBD:un dominio N terminal que

es fosforilado en respuesta a señales, un dominio central de interacción

proteína/proteína y un dominio C terminal involucrado en la recaptación de esta

molécula (Ver-maet al., 1995).

De acuerdo al punto de vista tradicional las proteínas IKB son capaces de retener

a NF- KB en el citoplasma debido a que las secuencias de localización nuclear quedan

enmascaradas al formarse el complejo NF-KB/IKB. Por eso la degradación de Ich

permite la exposición de estas secuencias de localización nuclear y el pasaje al núcleo

de NF-KB. Sin embargo una cantidad de estudios recientes demuestran que el complejo

IicBa / NF-KB permanece en un continuo movimiento desde el citoplasma al núcleo y

viceversa (Birbach et al., 2002). El complejo IKBE / NF-KB se comporta de modo
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similar al complejo formado por IKBa, pero el complejo IKBB/ NF-KB permanece en

citoplasma debido a que el factor IKBB es capaz de enmascarar ambas secuencias de

localización nuclear del dímero, a diferencia del factor IKBO. que es capaz de

enmascarar la señal de localización nuclear sólo de p65.

A su vez los diferentes complejos lKB/NF-KB difieren en la cinética de

activación de NF-KB. Frente a un estímulo IKBa se degrada rápidamente permitiendo la

translocación de NF-KB al núcleo y la inducción de genes que poseen elementos de

respuesta a NF-KB entre los cuales se encuentra el propio IicBa, dando lugar a una

fuerte inhibición de la respuesta mediada por NF-KB. A diferencia de IKBa, IKBB es

menos sensible a la degradación inducida por estímulo y no posee elementos de

respuesta a NF-KB en su promotor. De este modo la cinética de activación de los

complejos IKBB/NF-KB es más lenta, pero una vez degradado IKBBla actividad de NF­

KBse mantiene por períodos de tiempo más largos (Hoffmann et al., 2002).

3.3. Quinasas de [KB

Uno de los eventos esenciales para la liberación y activación de NF-KB es la

fosforilación de IKB,mediada por la quinasa de IicB (IKK). IKK es un complejo de más

de 700 kDa constituido por 3 proteínas quinasas, IKKl/IKKa, IKKZ/IKKB, y

IKKy/NEMO. IKKa, e IKKB son las subunidades catalíticas, mientras que IKKy tiene

un rol regulatorio y es requerida para la activación del complejo por distintas cascadas

de señales. Las quínasas lKKa e IKKB son capaces de fosforilar IKBa, IKBB,e IKBEin

vitro, pero se comportan de forma distinta in vivo. En células de mamíferos la actividad

de IKKa. e IKKB depende de su habilidad para dimerizar a través de los motivos de

cierre de leucinas. Una vez que lKKa e IKKB dimerizan, entonces pueden asociarse con

IKK'Ya través de un motivo corto de interacción localizado en el extremo C-tenninal de

cada subunidad catalítica. La asociación de los dímeros de IKKa e IKKB con lKKy

resulta en la formación de un gran complejo, compuesto de heterodímeros de

IKKaleKB los cuales se mantienen unidos a través de la interacción con 2 moléculas

de IKKy (Miller and Zandi, 2001). Además de su rol en el ensamblado del complejo

IKKy es como se mencionó anteriormente, un regulador importante de la función del
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complejo ya que conecta a IKK con sus activadores a través de un motivo de dedos de

Zinc que se encuentra en su extremo carboxilo-terminal.

Si bien el ensamblado del complejo es un requisito para la activación de IKK, la

activación de este complejo por estímulos proinflamatorios como por estímulos inmunes

innatos depende de la fosforilación de algunas de las dos subunidades catalíticas en dos

serinas conservadas. Esta fosforilación puede ' ser llevada a cabo por una proteína

quinasa que se encuentra por arriba en la cascada de activación o bien puede

autofosforilarse o fosforilar a la quinasa asociada debido a la proximidad de las

subunidades cataliticas dentro del complejo. Experimentos genéticos han demostrado

que ciertas señales activan IKK a trave's de la fosforilación de IKKa, mientras que la

mayoría de los estímulos proinflamatorios activan a IKK a través de la fosforilación de

IKKB. Esto sugiere que IKKa e IKKB desempeñen distintas funciones regulatorias.

Esta hipotesis se confirmó a través de la generación de ratones mutantes deficientes en

algunas de las dos subunidades. Ratones deficientes en IKKB mueren por apoptosis

masiva en el hígado, de modo similar al ratón deficiente en la subunidad p65/RelA de

NF-KB (Li et aL, 1999; Beg et al., 1995), pero lo más interesante fue que se vio que la

letalidad que estaba asociada con la pérdida de IKKB o p65/Rel A era prevenida por la

pérdida de expresión de TNFRI, indicando que el TNF-a era el responsable de dicha

muerte. Estos resultados mostraron de manera contundente que IKKB es requerida para

la activación de los dímeros de NF«B que contienen p65/RelA en células del hígado y

que estos complejos son necesarios para la expresión de genes anti-apoptóticos cuyos

productos suprimen la apoptosis mediada por TNF-a. El análisis de ratones nulos para

IKKa no reveló nada acerca del rol de esta subunidad en la regulación de la actividad

de NF-KB y en las respuestas inmunes. Células derivadas de los ratones deficientes en

IKKa, muestran una activación normal de IKK y no difieren en la cinética de activación

de NF-KB, con respectos a fibroblastos normales, pero existe una disminución en la

capacidad de unión al ADN y en la inducción de algunos genes blanco de NF-KB

(Sizemore et al., 2002). Sin embargo otros tipos de estudios revelaron que la IKK

parece estar involucrada específicamente en las respuestas mediadas por células B y en

la organización de órganos linfoides (Ghosh y Karin, 2002). La anulación de la

expresión de la subunidad IKKy en ratones es letal en etapas tempranas del desarrollo

(Rudolph et al., 2000) lo que concuerda con el rol escencial de esta subunidad sugerido

por experimentos bioquímicos e in vitro.
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Recientemente se ha descubierto un complejo de alto peso molecular alternativo

al complejo IKK. Este complejo contiene IKKe, el cual es homólogo a IKKa y a IKKB

pero no se une a ninguna de estas dos últimas subunidades. IKKe parecería estar

involucrado en la activación de NF-KB mediada por ésteres de forbol y por la activación

mediada por el receptor de células T (TCR) (Peters et aL, 2000). El descubrimiento de

este nuevo complejo adiciona una nueva complejidad en el mecanismo de activación de

NF-KB.

El complejo IKK es el punto de convergencia de numerosas cascadas de

señalización que conducen a la activación de NF-KB. Los mecanismos moleculares a

través del cual se activa el complejo IKK aún se desconocen. Sin embargo se ha

descripto que numerosas quinasas activadas por receptor como MKKI, MKK3, NIK,

PKCG, son capaces de activar el complejo IKK in vitro. El alto número de activadores

del complejo IKK, que hasta el momento se han documentado , reflejan una de las

características más sobresalientes de NF-KB: la capacidad de ser activado por una gran

variedad de estímulos de naturaleza muy distinta. Por último, teniendo en cuenta las

evidencias experimentales aquí mencionadas podemos decir que el complejo IKK

desempeña un papel sumamente importante en la regulación de la actividad y función

de NF-KB.

3.4. Activación inducible de NF-KB

Uno de los aspectos más interesantes de NF-KB es que puede ser activado por

una amplia variedad de estímulos asociados al estrés, a la respuesta inmune e

inflamatoria y al daño celular, entre los cuales se puede mencionar citoquinas

proinflamatorias, como IL-IB y el TNF-a; productos bacterianos y virales como

lipopolisacáridos (LPS), esfingomielinasa, RNA doble cadena, la proteína Tax del virus

de la leucemia de células T de humanos (HTLV-l); estímulos proapoptóticos y

necróticos como radicales libres de oxígeno, luz ultravioleta y radiación y (Baeuerle y

Baichwal, 1997). Las vías de activación se pueden clasificar en tres grupos diferentes.

El primero a n'avés del receptor de TNF-a, el segundo a través de los receptores tipo

Toll o receptores de reconocimiento de patrones específicos (PRRs) y el tercer grupo

constituye la activación de NF«B por estimulación del receptor T.
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Figura 4. Vias de activación de NF-KB.A) Activación a través de los receptores tipo Toll o
lL-l. B) Activación indicida por INF-o: a través del receptor TNFRI. C) Activación a
través de la via del receptor de ls células T CICR). Qiutang y Verma, 2002.

La activación de NF-KB se logra a través de la inducción de la degradación

proteolitica de IKB en el citoplasma de la célula (Figura 4): las señales extracelulares

inician una cascada de señalización que llevan a la activación de IKKa o IKKB, que

fosforilan a IicB en residuos de serina específicos en la región aminoterminal (Ser32 y

Ser36 para IKBa, Serl9 y Ser23 para IKBB) (DiDonato et aL, 1997; Mercurio et al.,

1997). Una vez fosforilado IKB es selectivamente ubiquitinado y degradado por la

maquinaria del proteosoma 268 (Chen et al., 1995). Este proceso deja al descubierto las

señales de localización nuclear, posibilitando que NF-KB interactúe con la maquinaria

de importación y translocación al núcleo, donde se une a secuencias consenso de

determinados genes para activar su transcripción (Alkalay et aL, 1995) (Figura 4). Una
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vez dentro del núcleo NF-KB debe acceder a los promotores y enhancers de los genes

que regula, antes de que pueda estimular su transcripción.

La respuesta de NF-KB ocurre prácticamente en todas las células. La

especificidad y la selectividad de este proceso es crucial para que NF-KB sea capaz de

regular distintos genes en respuesta a diferentes estímulos. En parte esto podría deberse

a la activación diferencial de distintos complejos de NF-KB, que tienen distintas

especificidades de unión al DNA, por ende, llevando a la modulación de genes

diferentes, y por lo tanto, a diversas acciones biológicas (Perkins, 1997).

3.4.1. NF-KIBregula numerosos genes involucrados en distintas respuestas celulares

El factor de transcripción NF-KB está involucrado en la inducción de numerosos

genes, como se muestra en la tabla 2 (Kopp y Ghosh, 1995).

En particular, NF-KB estimula la producción de citoquinas esenciales para la

respuesta inmune: IL-l, IL-6, TNF-a, linfotoxina e interferón y. Estas citoquinas tienen

múltiples efectos y contribuyen al proceso de inflamación.

Tabla I. Inducción de genes que responden a NF-KB

Tipo de proteínas Proteinas inducidas Respuesta celular involucrada

Citoquinas lL-l, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-8, G- Activación de células del

CSF, GM-CSF, 'I'NFa, TNFB, sistema inmune

INFB

Moléculas de adhesión VCAM-l, ELAM-l, ICAM-l Migración celular y reparación

Proteínas de fase aguda Angiotensinógeno, proteína Inflamación

amiloide del suero, glicoproteína

ácida al, proteína C3 del

complemento, factor B del

complemnto

Proteínas Rel e IKB IicBa,p105, c-Rel Regulación de la respuesta
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NF -KB

Proteínas inhibitorias Bcl2, TRAF l, TRAF2, A20, Inhibición de la apoptosis

de la apoptosis IEX-lL

Proteínas Ligando de Fas, p53 Apoptosis

proapoptóticas

Protooncogenes c-Myc, ciclina Dl Tumorigénesis

NF-KB juega un papel crucial en muchas enfermedades inflamatorias, como la

artritis rematoidea y el asma. También está implicado en otras enfermedades como la

arterosclerosis, el mal de Alzheimer (Kaltschmidt et al., 1997) y cáncer (Gilmore et al.,

1996; Luque et al., 1997). En células asociadas a estas enfermedades, NF-KB presenta

localización nuclear constitutiva y está aumentada su actividad transcripcional.

3.5. Rol de NF-KBen apoptosis y tumorigénesis

Además de su rol como regulador de la respuesta inflamatoria e inmune, las

subunidades de NF-ICB son importantes reguladores de la apoptosis y la

proliferación celular, por lo que permitiría a esta molécula funcionar como un

importante regulador de la tumorogénesis (Barkett et al., 1999).

El fenotipo de ratones p65'l', que mueren durante el desarrollo embrionario

debido a una apoptosis masiva de hepatocitos, sugiere que en lugar de promover el

crecimiento celular, NF-KB jugaría un rol importante en la protección de las células a.l

mecanismo de apoptosis. Otra evidencia a favor del rol protector de NF-KB es la

sensibilidad a apoptosis por TNF-a que adquieren células que expresan una forma

dominante negativa de IKBa, o aquellas líneas celulares que no expresan p65.

Aparentemente esta función protectora del NF-KB no se da solamente en células

estimuladas con TNF-a, sino también células tratadas con radiación ionizante o agentes

quimioterapéuticos. Esto sugiere que NF-KB jugaría un rol antiapoptótico en varios

sistemas (Wang et al. 1996).

Son varios los genes antiapoptóticos que son inducidos por el factor de

transcrpción NF-KB, incluyendo genes inhibidores de la apoptosis (IAPs), factores tipo
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Bc12, factor l y 2 asociados a receptor de TNF (TRAFI y TRAFZ), A20, una proteína

dedos de zinc inducible por TNF, e lEX-lL, un gen inducible en forma inmediata y

temprana por radiación (Barkett et al., 1999). De esta manera ha evolucionado en ciertas

células cancerígenas un mecanismo por el cual NF-KB en tumores sufre una activación

descontrolada y podria proveer esta señal antiapoptótica (Rayet y Gelinas, 1999; Foo et

al., 1999).

NF-KB contribuye a la tumorogénesis de otras maneras que inhibiendo la

apoptosis: esta molécula es capaz de activar protooncogenes como c-Myc y la ciclina

Dl. De esta manera, existe una vía directa en el cual está involucrado este factor de

transcripción en la proliferación celular (Pahl et al., 1999; Guttn'dge et al., 1999).

Por otro lado, y bajo ciertas circunstancias, el factor de transcripción NF-KB

puede promover la muerte celular (Barkett et al., 1999). Por ejemplo en cooperación con

AP-l, NF-KB puede inducir la expresión del ligando de Fas en células T. Más aún, en

células CD4+y CD8+ puede inducir o reprimir la apoptosis dependiendo de la naturaleza

del activador (Barkett et al., 1999). También puede inducir apoptosis en células natural

killer (NK) (Armant et al., 1995), puede tener un rol dual en neuronas (McEwen, 1999)

o linfocitos (Zacharchuk et al., 1990) dependiendo del estímulo.

Los mecanismos moleculares precisos que determinan que la molécula de

NF-KB tenga un rol apoptótico o antiapoptótico aún no se conocen con claridad,

pero es probable que una respuesta u otra dependa del tipo celular y del tipo de

señales, así como del contexto en que se encuentre la maquinaria de transcripción

(Perkins, 2000).

4. Glucocorticoides

4.1. Características generales de receptores nucleares

Los receptores nucleares son factores de transcripción inducibles por ligandos

específicos capaces de modular la transcripción, activándola o reprimiéndola. Se

encuentran presentes en vertebrados, artrópodos y nematodos y regulan numerosos

eventos fisiológicos de alta complejidad, que terminan gatillando una serie de respuestas

durante el desarrollo. (Moras y Gronemeyer, 1998).

Los receptores nucleares son proteínas que regulan la transcripción uniéndose

selectivamente a secuencias específicas en el ADN, mayoritariamente como dimeros, a
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través de dos módulos característicos de dedos de zinc y una región de dimerización que

determina si se forman homodímeros o heterodimeros. Poseen una función de

activación (AF) que les confiere el potencial de transactivación a dominios heterólogos

de unión al ADN.

Los ligandos específicos que se unen a estas proteínas en los dominios de unión

del ligando (LBD) tienen la propiedad de inducir la transactivación intrínseca de estas

moléculas. Entre los ligandos para receptores nucleares se encuentran esteroides,

retinoides, vitamina D, hormona tiroidea, prostanoides y famesoides. Debido a que esta

familia de moléculas contiene receptores intracelulares, se convierten en mediadores

directos de la acción de hormonas. Si bien algunos receptores se encuentran

inicialmente en el citoplasma formando complejos con proteínas que actúan como

chaperonas y subsecuentemente translocan al núcleo luego de la interacción con su

ligando, la mayoría están prelocalizados en el núcleo, presumiblemente unidos al ADN

(Freedman, 1999).

4.1.2. Tres grandes familias

Dentro de esta superfamilia de receptores nucleares se han identificado

diferentes subfamilias: los receptores de tipo I (“clásicos” o “esteroideos”) incluyen

aquellos para progesterona (PR), estrógenos (ER), andrógenos (AR), glucocorticoides

(GR) y mineralocorticoides (MR); los receptores de tipo II incluyen aquellos para la

hormona tiroidea (TR), ácidos trans retinoicos (RAR), ácido 9-cis retinoico (RXR) y

vitamina D3 (VDR); los receptores de tipo lIl incluyen los receptores huérfanos cuyos

ligandos aún no han sido caracterizados. Los receptores de tipo I, en ausencia de

ligando, están secuestrados y asociados con proteínas de shock térmico y, en este

estado, no modulan la transcripción de sus promotores. En cambio, los receptores de

tipo II son capaces de unirse al DNA en ausencia de ligando y generalmente ejercen un

efecto de represión sobre sus promotores, un fenómeno conocido como silenciamiento

(Tsai y O’Malley, 1994). Los receptores de tipo I se unen a repeticiones palindrómicas,

en forma de homodímeros, únicamente en presencia de ligando, mientras que los

receptores de tipo II se unen constitutivamente a sus elementos de respuesta, que

contienen repeticiones directas. Además, éstos exhiben patrones de dimerización

promiscuos y muchos involucran heterodimerizaciones con RXR. Ese tipo de

interacciones podría modular la gran amplitud de respuestas transcripcionales ante un
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determinado ligando específico (McKenna et aL, 1999). Lo cual constituye otro ejemplo

de control combinatorio.

4.1.3. Estructura molecular

La estructura de los receptores nucleares comprende una serie de dominios

altamente conservados: una función de activación en el extremo amino-terminal

(dominio AF-l o 'cl), un dominio de unión al ADN (DBD), una región bisagra (D) y un

dominio de unión del ligando en el extremo carboxilo-terminal (LBD), donde también

se encuentra una segunda función de activación (AF-2 o 1:2) (Danielian et al., 1992;

Ham y Parker, 1989; Godowski et al., 1988) (Figura 5). Otras funciones fueron

propuestas para el LBD, incluyendo la de unión del ligando (Dobson et 31., 1989),

interacción con proteínas de shock térmico (hsp) (Housley et al., 1990) y localización

nuclear (Picard y Yamamoto, 1987).

El proceso de activación por ligando requiere la activación del receptor por la

hormona, un cambio en la estructura del receptor y una disociación de las proteínas de

shock térmico, translocación al núcleo (en el caso de GR, MR, AR y PR), la

dimerización, y la unión del receptor a su secuencia específica en el ADN. El proceso

por el cual los receptores, una vez activados y unidos a sus secuencias específicas,

regulan la activación de la transcripción, está mucho menos caracterizado.
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a
Figura5.Emilia ¡lotot-¡nun estatuillas. NI'D(N-krmimldom); DBD(DM-¿indugdom); HBD
(hamac-¿ináng dana»); hGR(¡uma glmacarticaidaceptar); hMR(¡mmm"¡atenuar-n'ch mamar);
hPR(¡mm progstvrom receptor);hAR(¡uma androgmneopta'); hER(¡um 05'9ng»mvpta').

4.1.4. El receptor de glucocorticoides (GR)

Uno de los miembros mejor estudiados de esta superfamilia de receptores

hormonales nucleares es el receptor de glucocorticoides (GR), el cual juega un papel

muy importante tanto en el desarrollo como en la fisiología. Los glucocorticoides (GC)

median sus efectos a través de la unión a sus receptores intracelulares, los cuales se

encuentran en la mayoría de los tipos celulares.

El gen del receptor de glucocorticoides humano (hGR) se clonó en el año 1991.

Este gen está localizado en el cromosoma 5 y contiene 9 exones. Al menos tres

promotores regulan su actividad, permitiendo la expresión tejido-específica. Por

.gvlicingalternativo se obtienen 2 tipos de RNA mensajero: hGRa y hGRB, los cuales a

su vez se traducen en dos proteínas distintas, una de 777 aminoácidos (hGRa) y otra de

742 aminoácidos (hGRB).

. 4.I. 4.1. Mecanismos de acción del GR
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En ausencia de ligando, el GR forma parte de un gran complejo con otras

proteínas, del cual se disocia luego de la unión a su hormona. La chaperona hsp90

forma parte de este gran complejo, y se une al LBD del GR. Esta asociación mantiene al

receptor en una conformación que le permite unirse a su ligando, pero es

transcripcionalmente inactiva (Cadepond et al., 1991). Además de esta chaperona hay

otros factores como p23, p60, hsp40 y hsp70 q'ue son requeridos para la formación de

un complejo estable entre el GR y la hsp90 (Pratt et al., 1998) (Figura 6).

4.1.4.2. Fosforilación y translocación al núcleo del GR

El receptor de glucocorticoides se encuentra fosforilado en ausencia de ligando,

y luego de la unión a su agonista se hiperfosforila cosa que no ocurre con un antagonista

(Orti, et al., 1989). En el GR de ratón se han identificado 8 sitios de fosforilación y la

mayoría de ellos se encuentra en la región amino-terminal del dominio de activación l

(Bodwell et al., 1991; Bodwell et aL, 1998). Cinco de estos sitios de fosforilación se

encuentran conservados en el GR humano y todos ellos son residuos de serina que se

encuentran en las posiciones 113, 141, 203, 211, 226. Tres de estos residuos de serina

están seguidos de un residuo de prolina, formando un motivo potencial de fosforilación

para las serina/treonina prolina quinasas. Miembros de esta familia de proteínas

quinasas como las quinasas dependientes de ciclina (cdk), MAPKs y glicogenosíntetasa

quinasa 3 (GSR-3),son capeces de fosforilar el GR de ratón en sitios específicos in vitro

(Krstic et al., 1997; Rogatsky et aL, 1998; Rogatsky et al., 1998).

Se han identificado dos dominios en el hGR que están involucrados en la

translocación que ocurre luego de la unión al ligando. El primer dominio (NLl) se

encuentra en la parte C-terminal del DBD y se extiende hasta el límite entre el DBD y el

LBD. NLl posee una alta homología con la señal de localización nuclear del antígeno T

del virus SV-4O y está 100 % conservado entre ratones y humanos. El LBD inhibe la

función de NL], y esta inhibición es abolida por la unión del ligando. El segundo

dominio (NL2) se encuentra en el LBD, pero su localización exacta se desconoce. La

translocación nuclear mediada por NL2 es menor que la translocación mediada por

NLl , y es hormona dependiente.

4.1.4.3. Dimerización y unión al ADN del GR
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El GR, luego de la unión a su lígando transloca al núcleo y se une a secuencias

de ADN llamadas elementos respondedores a glucocorticoides (GRE) (Wrange et al,

1989) en forma de homodímero (Figura 6). La mayor parte del receptor que se

encuentra unido al lígando en solución es monomérico y la dimerización ocurre solo

después de la unión al ADN (Luisi et al., 1991). La región bisagra D ubicada dentro del

dominio de unión al ADN es la responsable de la dimerización luego de la unión al

ADN (Luisi et aL, 1991).

Trulshlmtion
or Activation

DNADining
Dimerizalion

Figura 6. Activación y translocación del GR. El GR sc encuentra en cl titoplasma en estado inactivo, formando un
complejo con otras proteinas entre las que se encuentra la hsp-9Ü El GR sc acuva por interaccrón con cl ligando, lo que
pemute su disomacrón de las otras proteinas, y los dimeros de GR-GC translocm al núcleo para mducrr latranscnpcxón
de sus genes blanco

4.1.4.4. Transactívación del GR

La transactivación de los genes blancos del GR requiere la presencia de dos

dominios en el receptor, el dominio de activación 1 (AF-1 o 1-1) y el dominio de

activación 2 (AF-2 o 1-2). Como se mencionó anteriormente el primero se encuentra en

el extremo N-terminal y su función es independiente de hormona, mientras que el

segundo, 1-2, se encuentra en el LBD y su función requiere de la unión del lígando al

receptor. Hasta el presente no está del todo entendido como la unión del receptor de

glucocorticoides a sus sitios GRE permite la iniciación de la transcripción, pero hay
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evidencias que muestran que la maquinaria de transcripción básica sería reclutada al

promotor (Beato et aL, 1996) y que la activación transcripcional del GR depender-íade

coactivadores, los cuales facilitan el reclutamiento de la maquinaria basal de

transcripción o el remodelamiento de la cromatina (McKenna et al., 1999; Jenkins et al.,

2001).

4.1.4.5. Represión de la activación génica

Además de su capacidad de transactivar la expresión de genes, el hGR es capaz

de transreprimir la expresión de genes blancos a través de tres mecanismos distintos: a)

en el primer caso el GR puede unirse a secuencias en el ADN llamadas GRES negativos

(nGREs) presentes en los promotores de genes específicos, como por ejemplo en el

promotor de osteocalcina, en el de prolactina y en el de POMC (Morrison et al., 1993;

Sakai et al., 1988). La unión del hGR a estas secuencias impide la unión de otro factor

de transcripción que induce la transcripción; b) en segundo lugar el hGR se puede unir a

elementos GRE que están superpuestos con el sitio de unión de otros factores de

transcripción, a estos sitios se los llama GRES compuestos. Por ejemplo en el promotor

del gen de proliferina se encuentra un sitio GRE compuesto, formado por la

superposición del sitio GRE con un sitio de unión del factor de transcripción AP-l. A

este sitio se puede unir el hGR y provocar el aumento o represión de la transactivación

inducida por AP-l dependiendo del tipo celular y de la composición del dímero AP-l

(Pearce et al., 1993; Harrison et al., 1995) y c) los receptores de glucocorticoides

pueden transreprimir la expresión génica a través de la interacción proteína-proteína

sin necesidad de unirse al ADN. En particular el GR es capaz de reprimir de este modo

genes que están regulados por AP-l y NF-KB. El gen de la colagenasa cuya expresión

está modulada por AP-l fue uno de los primeros genes cuya represión por interacción

con otro factor de transcripción fue demostrada (Jonat et al., 1990). Se vio que el efecto

represivo estaba mediado por monómeros de GR1y análisis mutacionales mostraron que

el LBD y el DBD participaban en esta acción. Por otro lado el receptor de

glucocorticoides activado es capaz de reprimir la actividad del factor de transcripción

NF-KB (Caldenhoven et al., 1995; Ray et al., 1994; Scheinman et al., 1995) inhibiendo

la actividad de la subunidad p65/Rel A, con la cual puede interactuar fisicamente. Dado

que las mismas regiones del GR están involucradas en la represión de AP-l y NF«B, el



Introducción 38

mecanismo de transrepresión parece ser un mecanismo común de regulación de la

actividad transcripcional.

Otra de las formas por la cual los GC ejercen su acción inhibitoria sobre el factor

NF-KB, es mediante la inducción de la proteína inhibitoria IicBa que mantiene

secuestrado al factor de transcripción en el citoplasma celular, manteniéndolo inactivo.

Se demostró que el GR activado por la hormona, induce la transcripción del gen que

codifica para IicBa y el aumento de la síntesis de esta proteina, con la posterior

asociación a los dímeros de RelA preexistentes en el núcleo (Auphan et al., 1995;

Scheinman et al., l995a). Sin embargo, la inducción de IKB no siempre se observa, ya

que depende del tipo celular en estudio (Brojstan et al., 1996).

4.1.4.6. Acciones biológicas de los glucocorticoides

La glándula adrenal juega un importantísimo rol orquestando la homeostasis en

mamíferos. Los GC son un ejemplo de hormonas esteroides sintetizadas por el cortex de

esta glándula, los cuales tienen un numeroso rango de funciones incluyendo la

regulación de la gluconeogenesis y el metabolismo de lípidos, acciones

inmunosupresoras y antiinflamatorias, estimulación de la síntesis de ácidos nucleicos y

proteínas especialmente en el hígado, inhibición de la sintesis de citoquinas, inhibición

de la proliferación de fibroblastos, mantención del normal funcionamiento

cardiovascular y de la presión sanguínea, regulación de la absorción de calcio y su

redistribución, maduración de tejidos en particular el hígado, páncreas, y pulmón y

efectos en las funciones cognitivas. Si bien estas son las funciones generales de los GC,

estas hormonas son especialmente importantes para combatir el estrés. Frente a

estímulos estresantes como cambios extremos de temperatura, temor, hambre y lesión

fisica, se produce un aumento de la síntesis y liberación de GC.

Los GC son los más potentes agentes antiinflamatorios e inmunosupresores.

Ellos inhiben la sintesis de la mayoria de las citoquinas hasta ahora conocidas y de

varias moléculas de superficie celular requeridas para la función inmunológica. Por esta

razón análogos sintéticos de esta hormona son sumamente eficaces para el tratamiento

de diversas enfermedades, como por ejemplo el asma y la artritis rematoidea.

Diversos estudios demuestran que los glucocorticoides son capaces de modular

negativamente la expresión de ciertos genes, como los que codifican para algunas
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citoquinas. Se sabe que los GC suprimen la proliferación de linfocitos T humanos, ya

que inhiben la sintesis del factor de crecimiento de células T (TCGF) en linfocitos

periféricos (Arya et al., 1984). Se vio, por ejemplo, que monocitos preincubados en

dexametasona (DEX) (un glucocorticoide sintético) no secretaban IL-l (Arend y

Massoni, 1986; Knudsen et al., 1987). Otros estudios demostraron que los macrófagos

sensibles a endotoxinas no expresan TNF-Ó. si son tratados primeramente con

dexametasona (Beutler et al, 1986). Villiger et al. en 1992 demuestran que la

dexametasona baja los niveles de expresión de la proteína l quemoatractante de

monocitos (MCP-l). Está demostrado también que los GC regulan negativamente la

expresión del factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF),

IL-8 e IL-6 en fibroblastos humanos. Estas citoquinas son esenciales en la regulación

de hematopoyesis y la respuesta inmune (Tobler et. al, 1992; Waage et al, 1990). Otro

ejemplo de la regulación negativa que ejercen los GC es sobre la molécula de adhesión

intracelular 1 (ICAM-l), quien juega un rol crucial en el reclutamiento y migración de

los leucocitos a los sitios de inflamación (Caldenhoven et al., 1995).

Otras de las habilidades de los glucocorticoides es su capacidad de inducir, in

vitro, apoptosis de timocitos y llevar, in vivo, a una reducción del tamaño del timo (King

et aL, 1995). Además influyen sobre los timocitos y linfocitos T modificando sus

respuestas biológicas a las señales mediadas por los receptores de las células (TCR).

5. Cascada de señales mediada por proteínas quinasas activadas por mito'genos

(MAPK)

Las MAPKs son proteínas quinasas activadas por mitógenos que están

involucradas en la transmisión intracelular de señales extracelulares. Las MAPK se

activan por fosforilación dual de residuos de treonina y tirosina, los cuales se encuentran

separados por un residuo, formando el motivo TXY, donde X representa distintos

aminoácidos. La identidad del aminoácido ubicado entre la treonina y tirosina define las

distintas subfamilias de MAPKs. La familia de MAPKs está formada por 4 subfamilias:

la familia de la proteínas quinasas activadas por señales extracelulares (Erkl y Erk2)

(Seger et aL, 1995). Ambas proteínas quinasas se activan por fosforilación del motivo

consenso ‘“ ' 9' " ' tirosina (TEY) y por ser la primera subfamilia

caracterizada es frecuentemente referida con el nombre de la gran familia (MAPKs).

Estas proteinas se activan fuertemente por factores de crecimiento del tipo EGF
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(epidermal growth factor o Factor de crecimiento epidérmico) o PDGF (Platelet derived

growth factor o Factor de crecimiento derivado de plaquetas); el segundo subgrupo de

MAPKs corresponde a la familia de las proteínas quinasas capaces de fosforilar en

forma especifica el factor de transcripción c-jun es por eso que recibió el nombre de

Jun-quinasa o INK (por c-Jun-N-terminal Kinase) (Derijard et al., 1994). Todas las

JNKs son activadas por fosforilación dual de residuos de treonina-prolina-tirosina

(TPY); el tercer subgrupo de MAPKs corresponde a la familia de proteínas quinasas

p38 que resultaron ser homólogas de la MAPK de levaduras HOG-l (Cano et a1., 1995;

Martin-Blanco et al., 2000). Estas proteínas se activan por fosforilación dual de residuos

treonina y tirosina en su motivo consenso treonina-glicina-tirosina (TGY). Las proteínas

INK y p38 son activadas principalmente por citoquinas proinflamatorias (como IL-l,

TNF-a) y por señales de estrés como estrés osmótico, inhibidores de la síntesis proteica

(cicloheximida o anisomicina), y factores que dañan el ADN como la radiación y la luz

U.V. Es por eso que estos dos últimos subgrupos de MAPKs se los engloba bajo el

nombre de SAPKs (por Stress Activated Protein Kinases o Proteínas quinasas activadas

por estrés) (Davis, 2000). El último subgrupo de MAPKs corresponde a la familia de

Erk5 la cual ha sido recientemente identificada y está siendo intensamente estudiada

(Wu et aL, 1996). Más recientemente se han identificado otras dos MAPKs nuevas

llamadas Erk7 y Erk8 (Abe et al., 2001; Abe, et al., 2002).

Cada familia está regulada por tres cascadas de proteinas análogas que se activan

secuencialmente unas a otras por fosforilación dual de residuos de treonina y tirosina.

La activación de estas proteinas es iniciada tanto por pequeñas proteínas que se unen a

GTP (small GTP-binding protein) o por proteínas adaptadoras, las cuales transmiten la

señal directa o indirectamente a una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK). Luego, la

señal es transmitida hacia abajo en la cascada por enzimas que se encuentran en la

siguiente hilera, las cuales se conocen como MAPK quinasa (MAPKK) y finalmente la

señal es transmitida a las MAPK las cuales al activarse son capaces de fosforilar a sus

sustratos específicos (Figura 7).

Las MAPKs fosforilan a sus sustratos en residuos de serinas o treoninas

presentes exclusivamente en motivos Ser-Pro o Thr-Pro (Seger et al., 1995; Derijard et

aL, 1994; Cano et al., 1995). Entre los sustratos de las MAPKs se encuentran otras

proteínas quinasas, fosfolipasas, factores de transcripción y proteínas del citoesqueleto.

La fosforilación específica dada por las MAPKs sobre sus sustrato les permite regular
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una gran variedad de eventos celulares que incluyen proliferación, diferenciación,

desarrollo, apoptosis y la respuesta a estrés.

Figura 7.Banana de las cascadasde traducción de señalesde la ¡milk
¡leplatinum JohnsonyLapadat.2002

5.I. Familias deproteínas ErkI/Z

Erk] y Erk 2 se expresan en distintos tipos celulares y están involucradas en la

regulación de la mciosis, mitosis y las funciones postmitóticas. También se vio que

estas proteínas están involucradas en el aprendizaje y memoria del sistema nervioso

central. Como se mencionó anteriormente muchos estímulos distintos son capaces de

activar a Erkl y Erk2 entre los que se encuentran factores de crecimiento, citoquinas,

infeccones virales, ligandos que se unen a receptores acoplados a proteinas G

heterotriméricas, agentes transformantes y carcinógenos.

La cascada de activación “clásica” de Erkl y Erk2 está compuesta por una

pequeña proteína G y tres quinasas sucesivas: Ras-Raf-MEK-Erkl/Z (Figura 7).

5.2. Familia deproteínas JNKS



Introducción 42

Las JNKs de mamíferos conocidas hasta el momento son codificadas por tres

genes, jnkl, jnk2, y jnk3, los cuales dan lugar a productos proteicos de 46 y 54 kDa por

splicíng alternaWO. Como se mencionó anteriormente las proteínas JNKs son capaces

de fosforilar específicamente el factor de transcripción c-jun el cual forma parte del

complejo de transcripción AP-l. La regulación del camino de transducción de señales

que activa a JNK es extremadamente complicada y se encuentra influenciada por

muchas MAPKKK distintas. Hasta el momento se encontraron 13 MAPKKK que

pueden regular a las JNKs (Johnson et al., 2002). Esta diversidad de MAPKKK permite

que una gran variedad de estímulos activen a esta quínasa. Las JNKs están involucradas

en la regulación de la apoptosis y la respuesta inflamatoria.

5.3. Familia deproteínas p38

La familia de proteínas quinasa p38 está compuesta por cuatro isoformas de la

proteína p38: p38a, p38B, p387 (Erkó), y p386 (también conocidas como SAPKZa, 2b,

3 y 4 respectivamente). Las cuatros isoforrnas comparten entre un 60-70 % de identidad

en sus secuencias aminoacídicas. Todas las isoformas son fosforiladas y activadas

fuertemente por la MAPKK, MKK6 in vitro. Otras MAPKK muestran una especificidad

más restricta, por ejemplo MKK3 activa p38a, p387, y p386, mientras que MKK4 sólo

activa p38a.

Dentro de los sutratos de esta quinasa se encuentran factores de transcripción y

proteínas quinasas. Hay por lo menos seis proteínas quinasas que pueden ser reguladas

por p38 y por p38. Dentro de este grupo se encuentran: MAPKAPKZ (MAP-activated­

protein kinase 2); MAPKAPKJ; MNKl (MAPK-interacting kinasel); MNKZ; PRAK y

MSK (mitogen- and stress-activated protein kinase).

La p38 quinasa está involucrada en la regulación de diversos procesos celulares

como, apoptosis, regulación de la respuesta inmune en particular durante la inflamación,

los procesos de oogenesis y desarrollo del ala en Drosophila y en la proliferación,

diferenciación y supervivencia en distintos tipos celulares de vertebrados.

5.4. Localización subcelular de MAPKs
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Las MAPKs se localizan predominantemente en el citoplasma en células

quiescentes. Sin embargo, la estimulación de las células con distintas señales provoca

un aumento de estas proteínas en el núcleo. Esto se ha observado para Erk 1/2

(Lenormand et al., 1993) y JNK (Hochbaum y Coso comunicación personal). Tanto

proteínas nucleares como citoplasmáticas son blanco de acción de las MAPKs. Estos

datos apoyan la teoría de que las MAPKs pueden translocar la membrana nuclear y que

esta translocación estaria vinculada a su estado de activación. Hay evidencias que

muestran que Erkl/Z es capaz de translocar al núcleo en forma de dímero y que el

dímero fosforilado en treonina y tirosina constituiría la forma activa (Khokhlatchev et

aL, 1998).

Para transducir precisamente las señales, las proteínas necesitan reconocer e

interactuar con proteínas específicas que se encuentran por arriba o por debajo en la

cascada de señalización. Hay evidencias que muestran que las proteínas de anclaje o

andamiaje facilitarían la eficiencia y la fidelidad de la transducción de señales y la

regulación de la localización de ciertas proteínas. Recientemmente se ha identificado un

dominio de anclaje necesario para la interacción con proteínas quinasas en p38a. Por

otro lado nuevas evidencias muestran que la proteína MAPKAPKZ un sustrato de p38a

se localiza primariamente en el núcleo pero luego de una señal de estrés es capaz de

translocar al citoplasma Esta translocación permite el pasaje de p38a al citoplasma y su

permanecía en este compartimento celular está mediada por la interacción con

MAPKAPK2 que actuaría también como proteína de anclaje de la misma en este caso

(New et aL, 2003).



Puntos para recordar:

La mayoría de las células son resistentes a la apoptosis inducida por TNF-a,

y su sensibilización requiere del uso de inhibidores de la sintesis proteica 0

la inhibición del factor de transcripción NF-KB.

El rol del factor de transcripción NF-KBen la apoptosis es complejo ya que

hay evidencias que sutentan un rol pro- y anti-apoptótico. Aparentemente

su papel en este proceso está determinado por el contexto celular

El GR es un factor de transcripción nuclear que participa en la regulación

de numerosos eventos. El rol de los GC en la regulación de la apoptosis

tampoco está claro hasta la fecha ya que si bien en ciertos tipos celulares es

capaz de inducir apoptosis en otros puede tener un rol protector, como por

ejemplo en el modelo de apoptosis de fibroblastos de ratón L-929 los cuales

son sensibles a la apoptosis inducida por TNF-a.

Si bien el cortisol actúa como primera señal en la activación de las funciones

regulatorias del receptor, la activación transcripcional del GR también es

modulada por fosforilación, siendo esta última llevada a cabo entre otras

por, proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs).

Las MAPKs constituyen una familia de proteínas quinasas cuya función y

regulación se ha conservado a lo largo de la evolución desde organismos

unicelulares hasta humanos. Estas quinasas están entre los intermediarios

más importantes en la transducción de señales que van desde la membrana

celular al núcleo y por lo tanto están involucradas en la regulación de una

gran cantidad de eventos celulares entre los que se encuentran: el control de

la expresión génica, mitosis, metabolismo y apoptosis.





OBJETIVOS

Si bien los fibroblastos de ratón L-929 constituyen un blanco de acción apoptótica

por TNF-a, otras líneas celulares no lo son, y deben ser sensibilizadas con antibióticos

inhibidores de la traducción. Se desconoce si en estos modelos los GC antagonizan la

acción de TNF-a dado que en éstos, la inducción de apoptosis no requiere de la expresión

de novo de genes. La sensibilización por el uso de antibióticos podría interpretarse como

una inhibición de la expresión de genes antiapoptóticos, aunque, resulta importante

destacar que el uso de los mismos, tiene un efecto inductor de SAPKs, cuyo rol en la

apoptosis inducida por TNF-a aún no está del todo claro. Es por eso que sería importante

determinar su posible acción sensibilizadora, por ejemplo vía la fosforilación de proteasas,

proteínas antiapoptóticas, así como determinar si existen cambios en el estado de

fosforilación del GR y si e'sto es capaz de afectar su actividad y por lo tanto su rol en los

distintos modelos de apoptosis. De acuerdo con los antecedentes previamente

mencionados se plantearon como objetivos principales de esta tesis:

o Estudiar los mecanismos de apoptosis inducidos por TNF-a en células

resistentes al mismo, sensibilizadas con estrés osmótico: Determinar el rol

que juegan en este proceso distintos componentes de la familia de las

MAPKs y el factor de transcripción NF«B.

o Estudiar los mecanismos involucrados en la regulación de la actividad

protectora de los GC en la apoptosis inducida por TNF-a en células

sensibles al mismo. Determinar el rol que juegan en este proceso distintos

componentes de la familia de las MAPKs.
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I- Cultivode células

Las células de carcinoma humano HeLa, fiboblastos de ratón L-929 y células de

hígado embrionarias humanas Hek 293, fueron cultivadas en placas de 100 cm conteniendo

9 ml de medio DMEM (Gibco BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),

glutamina 2 mM (Gibco BRL), penicilina 100 ¡ig/ml y estreptornicina 80 ugml (Gibco

BRL), en una estufa a 37 °C y 5 % de C02. Las células fueron plaqueadas a una densidad de

5x105 células por placa y repicadas con tripsina 0.25 % en PBS 1X aproximadamente cada

tres días.

2- Ensayo de citotoxicídad

El día previo al ensayo se plaquean 1,5x103 células L-929 en DMEM baja glucosa

conteniendo 2 % SFB o células HeLa en DMEM alta glucosa conteniendo lO % SFB, en

placas de 96 pocillos. Al día siguiente se estimuló con diferentes dosis de TNF-a humano

(TNF-a) (Calbiochem)y NaCl 100 mM a las células HeLa y con TNF-a y dexametasona

(Dex) a las células L-929. Luego de 18 hs de incubación las células fueron fijadas con

metano] 70 % y teñidas con cristal violeta 0,5 %. La absorbancia correspondiente a las

células teñidas sobrevivientes se determinó a 570 nm.

El porcentaje de células sobrevivientes se determinó con respecto a las condiciones

basales es decir células que no fueron tratadas.

3- Ensayo de apoptosis

3 I- Tincióncon ioduro depropidio para evaluar el contenido subdiploide de ADN

Las células HeLa y L-929 fueron cultivadas al 80 % de confluencia en placas de 100

mn conteniendo 9 ml de medio DMEM (Gibco BRL) suplementado con 10 % o 2 % de

suero fetal bovino libre de esteroides respectivamente. Luego se las estimuló con los

distintos tratamientos ( 10 ng/ml de TNF-a; 100 mM de NaCl y TNF-a + NaCl para las

células Hela y 10 ng/ml de TNF-a; 500 nM de Dex y TNF-a + Dex para las células L-929)

por 14 hs. Posteriormente las células fueron levantadas con tripsina 0.25 % en PBS 1X y

centrifugadas a 1500 rpm 5 min. El pellet se lavó dos veces con PBS 1X y se fijó en etanol

70 %. Finalmente una suspensión de 2x 106células aproximadamente se las lavó con PBS
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1X y se las incubó toda la noche en 1 ml de una solución fluorocrómica hipotónica (100

p.ng de ioduro de propidio; 0,1 % citrato de sodio; 0,1 % Triton X-100) a 4 °C en

oscuridad. Al cabo de este tiempo los núcleos se analizaron por citometría de flujo a una

longitud de onda de 585 nm. La frecuencia de células apoptóticas se determinó mediante el

análisis de contenido de ADN subdiploide (sub-GO/Gl) en los histogramas utilizando el

programa Win MDI 2.8

3 2- Tincióncon naranja de acridina y bromuro de etidio

Se plaquearon 2x105 células HeLa en medio DMEM en placas de 6 pocillos y se las

estimuló con 10 ng/ml TNF-a; 100 mM NaCl ambos simultáneamente durante 18 hs. Luego

se tiñeron con naranja de acridina, el cual penetra en las células vivas y se intercala entre las

bases del ADN confiriéndoles un color verde, mientras que el bromuro de etidio sólo entra

en las células muertas y tiñe la cromatina de un color naranja oscuro. La morfología de las

células muertas y las sobrevivientes se observó con un microscopio de fiJorescencia.

3 3- Fragmenlación internucleosomal del ADN

Aproximadamente 5x106 células HeLa se plaquearon en DMEM suplementado con

10 % SFB en placas de 100 mm. Se las trató con los distintos estímulos: 10 ng/ml de TNF­

a; 100 mM de NaCl y ambos simultáneamente durante 18 hs. Luego de levantarlas con

tripsina 0,25 % en PBS 1X las células fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 5 min y el

pellet se resuspendió con 250 ul de solución de lisis (5 mM Tris-l-ICl pH 7,5; 20 mM

EDTA; 0,5 % Triton X-100)y se las incubó durante 30 min en hielo. Al cabo de este tiempo

las células se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 min a 4 °C. Luego la fase acuosa se

transvasó a eppendorfs nuevos donde se la precipitó con 30 mM de acetato de sodio y 0,7

volúmenes de isopropanol durante 2 hs a —70°C y se centrífugó a 12.000 rpm durante 15

min a 4 °C. Los pellets se resuspendieron en 500 ul de buffer TE (10 mM Tris-HCl; l mM

EDTA pH 8) y se los trató con ribonucleasa A (0,5 mg/ml) durante 30 min a 37 °C y luego

se agregó proteinasa K (100 mg/ml) y se incubó por 30 min más a 37 °C. Luego se realizó

una extracción con fenol-clorofonno-isoamílico de cada una de las muestras y la fase acuosa

se precipitó con 2 volúmenes de etanol. Finalmente se centrifugó y los pellets de ácidos

nucleicos se resuspendieron en 10 ul de agua destilada.
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Las muestras se resuspendieron en el buffer de siembra (100 ul de buffer TE; 0,5 %

de SDS; 20 ul de azul de bromofenol) y se comieron en un gelde agarosa 2 % "‘en el cual

también se sembró un marcador de peso molecular de 123 pb (Gibco BRL, Grand Island,

NY, USA). La corrida electroforética fue llevada a cabo a 100 V en buffer TBE 1X (8.9 mM

de Tris base; 8.9 mM de ácido bórico; 2 mM de EDTA) durante 2 hs. El ADN se visualizó y

fotografió con luz ultravioleta utilizando un equipo FOTODYNE.

Gel de agarosa 2 %: 2 g de agarosa (Promega); 100 ml de agua destilada; 0,5 ¡Lg/ml

de bromuro de etidio

4- Transfección de células en cultivo

4 1- Transjección transitoria de células en cultivo con Iiposomas catiónicos

El principio general de este método de transfecciones es la adsorción del ADN a

lípidos cargados que luego se fusionan con las células.

El día previo a la transfección se plaquean 1.8x105 células L-929 o 2x10s células

HeLa en DMEM conteniendo lO % SFB, en placas de seis pocillos, de 3 cm de diámetro. Al

día siguiente se agregan el ADN (entre 2-3 pg de ADN por pocillo) y los liposomas,

siguiendo el protocolo de Life Technologies. Por último el día siguiente a la transfección se

estimulan las células con los diferentes tratamientos durante 12 hs, cuando se transfecta con

el plásmído reportero kB-Luc, o 14 hs cuando se transfecta con el plásmído reportero MTV­

luc (salvo que se ndique lo contrario).

4 2- Transfección transitoria de células en cultivo mediante la técnica defosfato de calcio

Para estas transfecciones se crecieron células Hek 293 en placas de 10 cm

(aproximadamente en un 60 % de confluencia) en 9 ml de medio DMEM. A las 24 horas se

realizó la transfección utilizando una masa total de 2 ug de ADN.

Se mezclan l ml de solucióan A ( 10 ul de ADN carrier; 0.86 ml de agua mili Q

estéril; 125 ul de CaClz 2 M) con 2 ug de DNA plasmídico (incluyendo 1 ug del plásmído

de interés y lug del plásmído RSV-B-gal) en un tubo. Luego se coloca l ml de solución B

(l ml de buffer HN; 22.5 ul del buffer fosfato) en otro tubo. Con una pipeta se burbujea la

solución B mientras en este tubo se va agregando gota a gota la solución A (la cual ya

contiene el ADN bien mezclado).
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Se deja 30 minutos en la campana de flujo laminar

Luego, se agregan los 2 ml finales en cada placa (no se retira el medio sino que se

agregan estos 2 ml a ese medio).

Al dia siguiente se ven las células al microscopio para evaluar su estado y se

remueve el medio, y se lo cambia por medio fresco con antibióticos y suero.

Un día después de la cambiada de medio las células pueden estimularse.

Buffer HN: 50 mM Hepes; 280 mM NaCl (25 ml l M Hepes; 28 ml 5 M NaCl; 400

ml ddH20. Ajustar el pH a 7.1 y llevar el volúmen a 500 ml con ddHZO.Mantener a 4 °C)

Buffer 70 mM de NaHzPO4.l-l20: 966 mg NaHzPO4; 100 ml ddH20. Esterilizar por

filtración y guardar a 4 °C.

Buffer CaCl; 2 M: 294 g CaCl2.I-l20. Llevar a 1 L con ddHZO. Esterilizar por

filtración y mantener a temperaturta ambinte.

4.3- Estimulación de las células transfectadas

Luego de 5 horas de tmnsfección en el caso de utilizar el método de los liposomas el

medio se aspira y se agregan 2 ml de DMEM suplementado con suero libre de esteroides al

10% o 10 ml de medio respectivamente.

A las 24 horas de la transfección se procede a la estimulación de las células con 10

ng/ml de TNF-a (Calbiochem), 100 mM de NaCl y 500 nM de dexametasona (DEX), según

se indica en cada figura de los resultados. En los casos en que se utilizó el inhibidor de p38

quinasa 88203580 (Calbiochem) se lo utilizó en una concentración de lO uM y la

sulfazalacina (SZ) inhibidor del factor de transcripción NF-kB se los pre-incubó durante 30

min y luego se estimuló según se indique en las figuras.

5-Análisis dela expresión degenes reporteros

5 I- Cosecha de las células

l- A las 14 hs post-estimulación, se lavan las monocapas dos veces con PBS 1X (.8 g

NaCl; 0.2 g KC]; 1.44 g NazHPO4; 0.24 g KH2P04 . Agregar 800 ml de HZO,ajustar el pH a

7,4 con HCl y llevar el volúmen a 1 l).

2- Se agregan 200 ul de buffer de lisis (5X Reporter Lysis Buffer, Promega) a cada

pocillo y se incuba 10 min a temperatura ambiente.
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3- Se trasvasan los lisados a tubos eppendorf y se centrifugan a 10.000 rpm durante

lO min.

4- Se recuperan los sobrenadantes sobre los que se ensaya la actividad enzimática.

5 2- Ensayos de detección de Ia actividad Iuciferasa

Para medir la actividad presente en los extractos se toman 15 ul de extracto y se pasa

a tubos para luminómetro de 5 ml. Luego se agregan 50 ul del reactivo para el ensayo de

luciferasa (kit: Luciferase Assay System Freezer 1-Pack, de Promega). Inmediatamente

después de agregar el reactivo para el ensayo de luciferasa, se coloca el tubo en el

luminómetro y se inicia la lectura, que dura 30 segundos para cada tubo. Se anotan los

valores obtenidos de las Unidades Relativas de Luciferasa (URL) y se procede al análisis de

los datos, normalizando estos valores con los obtenidos para el ensayo de de B­

galactosidasa, es decir el cociente entre URL y los valores de B-gal.

5.3 - Medición de la actividad de ,B-galactosidasa.

La enzima B-galactosidasa es sensible a los ciclos de congelado y descongelado del

extracto. Por esto se realiza el ensayo inmediatamente luego de producir los extractos.

l- En tubos eppendorf se mezclan: un volumen de buffer B-gal 2X (0.2 M Fosfato de

sodio pH 7,4; 2 mM MgClz; 0.1 M B-mercaptoetanol; 1.33 mg/ml (ONPG) Orto-nitro-fenil­

galactopiranósido) y un volúmen del extracto de células transfectadas. Las reacciones se

realizaron en un volumen final de 100 ul.

2- Se incuba a 37 °C hasta la aparición de color amarillo.

3- Se detiene la reacción con l volúmen (respecto del volúmen de reacción) de l M

Na2C03 que intensifica el color amarillo de la reacción.

4- Se cuantifica la aparición del producto coloreado (orto-nitro-fenol) midiendo la

absorbancia a 415 nm en un lector de Elisa.

6- Ensayo de actividad de MAPKS

Los ensayos de actividad de MAPKs se realizaron según el protocolo descripto por

Coso et al, 1995. Brevemente lo que se hizo fue transfectar células HeLa (2x105 células por

pocillo) con 0,5 ug de pCDNA-HA-Erk-ó utilizando la técnica de los liposomas catiónicos y
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se ajustó la cantidad total de plásmido a 3 ug por pocillo usando plásmido vacío. Dos días

después de la transfección las células fueron hambreadas durante 2 hs en medio sin suero.

Luego las células fueron tratadas con 10 ng/ml de TNF-or; 100 mM de NaCl o ambos

durante 20 min, lavadas con PBS y lisadas con el buffer de lisis (25 mM Hepes pH 7,5; 0,3

M NaCl; 1,5 mM MgClz; 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTI“; 1 % Triton X-lOO; 0,5 % vanadato

de sodio; l mM PMSF; 20 ug/ml de leupeptina) a 4 °C. Tanto las proteínas quinasas JNK,

p38 como la proteína de fusión HA-Erk-6 fueron inmunoprecipitadas de los lisados

celulares mediante la incubación con los anticuerpos específicos para cada caso (Santa Cruz

y Covance respectivamente) durante 2 hs a 4 °C. Las proteínas inmunoprecipitadas se

recuperaron del resto de las proteínas del lisado celular mediante el uso de bolitas de

sefarosa que se unen a inmunoglobulinas (Pharmacia), luego se lavaron l vez con bufier l

(PBS 1X; 1 % NP-40; 2mM de vanadato de sodio) una vez con buffer 2 (100 mM Tris pH

7,5; 0,5 M LiCl) y una vez con buffer de reacción de quinasas (12,5 mM MOPS pH 7,5;

12,5 mM B-glicerofosfato; 7,5 mM MgClz, 0,5 mM EGTA; 0,5 mM de fluoruro de sodio;

0,5 mM de vanadato de sodio). Posteriormente para ensayar la actividad quinasa, las

proteínas inmunoprecipitadas (JNK, p38, HA-Erk-ó, Erk-2, según corresponda) fiieron

resuspendidas en 30 pl del buffer de reacción conteniendo l pCi de [32P]-y-ATP,20 uM de

ATP frío y lpg de sustrato (GST-ATFZ o GST-GR según se indique) e incubadas 30 min a

30 C. La reacción se paró con el agregado de 10 pl del buffer Laemli 5X (0.3125 M Tris pH

6.8; 10 % SDS; 25 % glicerol; 0,05 % Bromo Ferrol Blue; 10 % B-mercaptoetanol). Por

último las muestras se incubaron durante 5 min a 95 °C y se sembraron en un gel de

poliacrilamida 12 % *. Luego el gel se secó 2 hs. a 80 °C y finalmente se lo expuso a una

placa radiográfica durante l día a temperatura ambiente.

La fosforilación de los sustratos se analizó mediante la autoradiografía del gel.

* Gel de pgliacrilamida al 12 % (gel de resolución 1:3.3 ml de agua destilada; 2,5 ml

de buffer (1,5 M Tris-HC] pH: 8,6); 4 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; lO pl de

TEMED; 100 pl de SDS 10 % y 100 ul de persulfato de amonio 10%.

Gel de mliacrilamida concentrador: 3 ml de agua destilada; 1,25 ml de buffer (0,5 M

Tris-HC] pH: 6,8); 0,65 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 pl de TEMED; 50

pl de SDS lO % y 50 ul de persulfato de amonio 10%.

Este ensayo también se realizó con células Hek 293 y con células L-929,

transfectadas con plásmidos que expresan los ADN copias de las distintas quinasas

fusionadas a un epítope de HA.
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7-Clonado delfragmento que codifica para el extremo amino terminal del GR

7 1- Diseño de los primers

Los primers utilizados para la amplificación del fragmento que codifica para el

extremo amino terminal del receptor de glucocorticoides (GR) son:

Primer 5’: GCGGATCCTCCATGGGGCTGTATATGGG- BamHl

Primer 3’: GCGAATTCCTAGCCCAGTTTCTCTTGCTTAATI‘ACCCCGGG­

EcoRl

Las secuencias de los primers se diseñaron de tal forma que la secuencia que

codifica para GR, quede flanqueada por dos sitios de corte para enzimas de restricción,

BamHl y EcoRl, de forma tal de poder clonar este fragmento más facilmente en el vector

deseado, en nuestro caso el pGEX4T3

Como templado se utilizó un plásmido que tiene clonado el receptor de

glucocorticoides humano cedido por el Dr. Yamamoto. Los primers amplifican una

secuencia de 650 pb que corresponde a los aminoácidos 106 al 318 (650 pb) primer 5’

BamHl y primer 3’ EcoRl.

8- Amplificación del fragmento que codifica para el extremo N-terminal del GR por la

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 50 ul con l U de enzima Taq

Polimerasa (Promega), 1X de buffer de reacción, 2 mM de MgCl2, 2,5 mM de dNTPs, l ug

de cada uno de los primers, tomando como templado 10 ng del pásmido pGR que contiene

la secuencia codificante del receptor de glucocorticoides.

Se utilizó un termociclador programado para seguir el siguiente programa:

1- 10 min a 94 °C (desnaturalización inicial del ADN)

2- 1 mín a 94 °C (desnaturalización de cada ciclo)

3- l mín a 55 °C (pegado de los primers al templado)

4- l min a 72 °C (elongación)

5- Volver al ciclo 2 y repetir 29 veces

6- 10 min a 72 °C (elongación final)

El producto de PCR se resuspendió en el buffer de siembra 6X (0.25 % p/v de Azul

de bromo fenol; 0.25 % p/v de Xylen Cyanol; 0.30 % p/v de glicerol) antes de sembrar.
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El producto de PCR y un marcador de peso molecular en nuestro caso el 1 Kb

Ladder (New England Biolabs) se sembraron en un gel de agarosa l % en buffer TBE 1X

(8,9 mM Tris base; 8,9 mM ácido bórico; 2 mM EDTA) con 0.5 ¡tg/ml de bromuro de

etidio. La corrida electrofore’tica se realizó a 100 V durante l h. Los geles fireron

visualizados y fotografiados con luz ultravioleta, utilizando un equipo FOTODYNE.

9- Purificación defragmentos deADN a partir degeles de agarosa

La banda correspondiente al fragmento de interés se cortó del gel bajo luz UV y

luego se purificó utilizando el kit Geneclean (Bio 101). Este se basa en la utilización de una

suspensión de particulas de alta afinidad al ADN doble cadena de más de 150 pb.

10- Preparación de losfragmentos para subclonado en el vectorpGEX4T3

El fragmento de interés una vez purificado del gel así como el vector pGEX4T3 se

cortaron con las enzimas de restricción adecuadas y se los volvió a purificar utilizando el kit

de Geneclean (Bio 101).

Las digestiones con las enzimas de restricción se realizaron en las condiciones de

temperatura y salinidad indicadas por el manual del fabricante (Promega). Se utilizaron las

unidades enzimáticas y los buffers alli recomendados.

11- Ligaciones

Las reacciones de ligación se realizaron a 20 °C durante 24 hs, en 20 ul de buffer de

ligación (BRL), en presencia de 500 ul de ATP y l U de DNA ligasa del fago T4.

12- Transformación de bacterias competentes

Cultivos de E.coli de las cepas DHSa y BL21 se procesaron según Hanahan et al.,

1983, para obtener bacterias competentes.

Se usó el protocolo de transformación de Sambrook et aL, 1989.
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13- Preparación deplásmido en pequeña escala

Se utilizó el método de Bimboim y Doly (Bimnboim y Doly, 1979).

14- Mapeo de clones positivos

Los clones fueron analizados usando las enzimas de restricción BamHl y EcoRl.

Los fragmentos luego se corrieron en geles de agarosa y se visualizaron bajo luz UV.

15- Purificación de la proteína defusión GST-GR

l) Se transforma el plásmido pGEX4T3 que ya tiene ligado el gen de interés en

bacterias competentes, preferentemente en la cepa BL21 Lys.

2) Se crecen las bacterias toda la noche en 20 ml de LB amp o SB Amp en agitación

a 37 °C.

3) A la mañana siguiente se transfieren las bacterias a 500 ml de LB fresco

suplementado con ampicilina.

4) 60min. más trade se le agrega IPTG a una concentración final de 0.2 mM.

5) 3 hs más tarde se cosechan las bacterias por centrifugación durante 30 min a 3000

rpm.

6) El pellet se resuspende en 10 ml de solución A: l % triton X 100; l mM EDTA; 1

mM PMSF; (2 mg/ml de Aprotinina y 2 mgml de Leupeptina es opcional) en PBS.

7) Se congela y descongela 2 veces.

8) Se sonica 3 veces (10 seg cada vez).

9) Se centrífuga durante 15 min a 14000 rpm a 4 °C.

10) Se toma el sobrenadante y se le agregan entre 300-500 ul de Glutathion agarosa

previamente lavada (Pharmacia).

ll) Se agita 60 min a 4 °C.

12) Se centrífuga 5 min a 3000 rpm a 4 °C.

13) El pellet se resuspende en l ml de solución A y se lo transfiere a un tubo

eppendorf.

14) Luego se lava 3 veces con la solución A.

15) Se lava otras 2 veces con la solución A sin Triton X-lOO.
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16) Se resuspenden las bolitas en 300 ul de solución B: 10 mM glutathion; 1 mM

PMSF; (2 mg/ml de Aprotinina y 2 mgml de Leupeptina opcional) en TRIS 50 mM pH 8.0.

Se incuba entre 5 y 10 min a 4 °C en un agitador .

17) Se le da un spin y se colecta el sobrenadante.

18) El paso 17 se repite 2 veces guardando los sobrenadantes.

19) Se cuantifica la proteína corriéndola en gel de poliacrilamida y se la compara con

estándares de seroalbúmina bovina

20) Se agrega a cada sobrenadante, una vez cuantificado, l volúmen de una solución

de congelado 2X: 20 % glicerol; 1 mM D'IT; l mM EDTA. Se los alícuota y se los guarda a

-70 °C.

El mismo protocolo se utilizó para purificar otras proteínas de fusión como GST­

ATF2.

16- Preparación deplásmídos a gran escala

Los plásmidos usados para transfectar líneas celulares en cultivo fueron preparados

por medio del sistema de maxipreparaciones de QIAGEN.

I 7- Cuanti/ïcacio'n del ADNplasmídico

Una vez disuelto en TE o agua, el ADN plasmídico fue cuantificado midiendo la

absorbancia de la solución a 260 nm en un Gene Quant (Pharmacia). Las concentraciones se

calcularon multiplicando el valor de absorbancia obtenido por el factor de dilución por la

constante de asbortibidad molar.

18- Ensayos de Western blot

18 1- Obtención a'e extractos proteicos citoplasmáticos y nucleares

Se plaqueron 5x106 células L-929 en medio DMEM con 10 % de suero libre de

esteroides. A las 48 hs post plaqueo las células se estimularon de las siguiente forma: l h

con dexametasona; l h 20 min con TNF-a; se pre-incubó 20 min con TNF-a y luego se

agregó dexametasona durante l h. Las incubaciones que se realizaron con 10 uM de

88203580 se lo pre-incubó durante 30 min y luego se agregaron los distintos estímulos. Una

vez cumplido el tiempo de estimulación las células fueron lavadas una vez con PBS 1X fi'ío
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y luego levantadas con 400 ul de buffer hipotónico (10 mM Tris-HCl pH 6,7; 0,2 mM

MgClz) con inhibidores de proteasas (l mM DTT; l mM PMSF; l mM pepstatina; l mM

leupeptina). Se incubó a las células durante 5 min en hielo y luego se rompieron por rotura

mecánica suave pasándolas 3 min por tip amarillo. Posteriormente se centrifugó a 1.500 rpm

durante 10 min a 4 °C y se trasvasó el sobrenadante a otros tubos eppendorff ya que ahí se

encuentran las proteínas citoplásmicas. Al pellet se lo lavó dos veces con PBS 1X y luego se

lo incubó con 200 ul de buffer de lisis (20 mM Tris-HCl pH 6,7; 70 mM NaCl; 1 mM

EDTA; 10 % glicerol; l % Triton X-lOO; 0,5 % NP-40) durante 30 min en hielo. Por último

se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min a 4 °C y el sobrenadante se trasvasó a otros tubos

ya que ahí se encuentran las proteínas nucleares.

18 2- Determinación de la concentración deproteínas en extractos celulares

La determinación de la concentración de proteínas se realizó utilizando el método de

Bradford. Brevemente se mezclaron 5 pl del extracto (diluídos en 395 pl de HZO)con 100

ul del reactivo de Bradford 5X (Bio-Rad). La concentración se determinó a partir de la

medición de la absorbancia a una longitud de onda de 580 nm en un espectrofotómetro y la

extrapolación de la misma en una curva estándar de BSA (0.5-10 ¡ig/ul).

18.3- Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalízantes y

disociantes (SDS-PAGE)

Se prepararon geles de poliacrilarnida al 12 %* (para detectar Bax, p38, INK, Erkó)

o al 10 %“ (para detectar GR) de 1,5 mm de espesor. Luego de la siembra de las muestras,

la corrida electroforética fue llevada a cabo en una cuba de eletroforesis (mini Protean II,

Bio-Rad) a 150 V constante en buffer de electroforesis (15.1g Tris; 94 g glicina; 50 ml de

SDS 10 %) durante 2 hs.

Preparación de geles:

* Gel de poliacrilamida al 12 % (gel de resolución): 3.3 ml de agua destilada; 2,5 ml

de buffer (1,5 M Tris-HCl pH: 8,6); 4 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 ul de

TEMED; 100 ul de SDS 10 % y 100 ul de persulfato de amonio 10%.
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** Gel de pgliacrilamída al 10 % (gel de resolución 1:4 ml de agua destilada; 2,5 ml

de buffer (1,5 M Tris-HCl pH: 8,6); 3,3 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 pl

de TEMED; 100 ul de SDS 10 % y 100 pl de persulfato de amonio 10%.

Gel de poliacrilamida concentrador: 3 ml de agua destilada; 1,25 ml de buffer (0,5 M

Tris-HCl pH: 6,8); 0,65 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 pl de TEMED; 50

pl de SDS lO % y 50 pl de persulfato de amonio 10%.

18.4- Transferencia a membranas de nitrocelulosa

Las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de PDVF

(Amersham Biosciences, Piscataway) o Hy Bond (Amersham) utilizando un equipo Mini

trans blot (Bio-Rad). Esto permite transferir proteínas cargadas negativamente, mediante

una corriente eléctrica, desde el gel a la membrana. Para realizar la transferencia se utilizó el

siguiente bufier (3.02 g de Tris; 15.01g de glicina; 20 % metanol) y la misma se realizó a

100 V durante una hora, en hielo.

Luego las membranas se incubaron con buffer de bloqueo TPBS ( 0,1 %Tween­

20;PBS 1X) 5 % leche durante 2 hs a temperatura ambiente.

18.5- Ensayo inmunoquímico

Las membranas una vez bloqueadas se lavaron 3 veces (dos de 5 min y una de 10

min) con buffer TPBS (0,1 % Tween-20, PBS 1X) y posteriormente se incubaron l h a

temperatura ambiente con el anticuerpo específico diluido 1:1000 en TPBS. Luego las

membranas se lavaron nuevamente 3 veces (dos de 5 min y una de 10 min) con buffer TPBS

y se incubaron con el anticuerpo secundario policlonal específico (anti-Igs de conejo; anti­

Igs de cabra o anti-Igs de ratón según corresponda de Santa Cruz Biotechnology lnc., Santa

Cruz, CA ) conjugado con peroxidasa diluido 1:20000 en TPBS. El revelado se realizó con

el kit de quimioluminescencia ECL (Amersham Biosciences).

Anticuerpos utilizados: Anticuerpo policlonal de conejo anti-Bax; Anticuerpo

policlonal anti- p38; anticuerpo policlonal anti-INK; anticuerpo monoclonal de ratón anti­

HA; anticuerpo policlonal anti-Erkl/2; anticuerpo policlonal de conejo anti-GR; anticuerpo

policlonal de conejo anti-tubulina; anticuerpo policlonal de conejo anti-PCNA.
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19- Ensayos de co-¡nmunoprecipitación

Aproximadamente 6x106 células Hek 293 en medio DMEM cultivadas en placas de

100 mm se lavaron con PBS lX y luego se colectaron con l ml del buffer de co­

inmunoprecipitacion (10 ml de 1M HEPES pH7.5; 10 ml de 0.5 M EGTA pH 8.0; 4.32 g de

1M betaglicerofosfato; 5 ml de NP-40 ; 625 ul de 2M MgClz) al cual se le agregaron los

siguientes inhibidores l mM DTI“ y l mM PMSF. Luego se inmunoprecipitó la proteína

deseada con el anticuerpo específco durante 2 hs a 4 °C. Las proteínas inmunoprecipitadas

se recuperaron del resto de las proteínas del lisado celular mediante el uso de bolitas de

sefarosa que se unen a inmunoglobulinas (Phannacia). Estas bolitas se incubaron con los

lisados durante 40 min a los cuales se los agitó por inversión cada 5 min. Finalmente las

proteinas inmunoprecipitadas se lavaron l vez con PBS (el cual contenie l % de NP-40 y 2

mM de vanadato) y se resuspendieron en 40 ul de este mismo buffer a los que se le agregó

10 ul del buffer Laemli 5X (0.3125 M Tris pH 6.8; 10 % SDS; 25 % glicerol; 0,05 % Bromo

Fenol Blue; 10 % B-mercaptoetanol). Por último las muestras se incubaron durante 5 min a

95 °C y se sembraron en un gel de poliacrilamida 12 %. Luego se transfirieron a membranas

de nitrocelulosa y se realizó el ensayo inmunoquímico (ambos protocolos explicados dentro

del apartado Ensayos de Western Blot)

20- Análisis ¡nmunohistoquímíco

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia se utilizó el protocolo descripto en

Misteli y Spector (1999). Los anticuerpos utilizados fueron contra la proteína p38 (Santa

Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) y los anticuerpos secundarios acoplados a Cy3

y/o Cy5.

Las imágenes de microscopía confocal fueron obtenidas usando un microscopio

Zeiss Axiovert LSM 510 y Olympus FV 300.

21- Ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA)

21.I- Preparación de los extractosproteicos nucleares

La preparación de extractos proteicos nucleares se realizó según el protocolo

descripto por Trapp et 31., 1994. Brevemente lo que se hizo fue lo siguiente: Células L-929

fueron estimuladas 40 min con los diferentes estímulos, lavadas dos veces con PBS 1X y
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levantadas de la placa utilizando un rubber y el buffer TNE frío (Tris-HCl pH 7,5 10 mM;

EDTA l mM; NaCl 150 mM) con inhibidores de proteasas. Se centrigugó 5 min a 1500 rpm

a 4 °C y el pellet se resuspendió en 200 ul de TNE y se incubó con 800 ul de la solución A

(10 mM Hepes pH 7,9; 1,5 mM MgClz y 10 mM KCl) en presencia del cocktail de

inhibidores de proteasas durante lO min en hielo. Luego se agregó 50 ul de NP-40 10 % y se

incubaron las muestras por 2 min. Las células se centrifugaron 5 min a 1500 rpm a 4 °C. El

pellet se lavó con l ml de solución A y luego se resuspendió en 80 ul de la solución B (10

mM Hepes pH 7,9; 1,5 mM MgClz; 0,2 mM EDTA; 20 % glicerol y 0,42 M KCI) en

presencia del cocktail de inhibidores de proteasas. Luego de una incubación con agitación

de 15 min a 4 °C las células se centrifugaron a 12.000 rpm 15 min a 4 °C.

Finalmente se recuperó el sobrenadante el cual se alicuotó y guardó a —80°C.

20.2- Marcación del oligonucleótido doble cadena

El oligonucleótido doble cadena utilizado en los ensayos de EMSA corresponde al

sitio de unión del receptor de glucocorticoides (GRE)

(5’AGCTTCGTAGCTAGAACATCATGTTCTGG 3’) (Trapp et al., 1994).

Para la marcación se preparó una mezcla de 50 ng de oligonucleótido doble cadena

con 50 pCi de [32P]-y-ATP; 1 pl de enzima T4PNK (Promega); 2 pl de buffer T4PNK 10x y

HZOdestilada c.s.p. 20 ul. Luego se incubó 1h a 37 °C.

20.3- Purificación del oligonucleótido doble cadena marcado

En un gel de poliacrilamida nativo 20 %* se sembró el oligonucleótido marcado con

15 pl de glicerol. La con-ida electroforética se realizó a 200 V por 3 hs. Luego se colocó una

placa radiográfica sobre el gel y se determinó la posición del oligonucleótido doble cadena y

se recortó el gel en dicha posición. El fragmento del gel se incubó en buffer de elusión (0,5

M acetato de amonio; 10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA y 0,1 % SDS) 18 hs a 37 °C.

Posteriormente el oligonucleótido marcado se precipitó con etanol 100 % durante l h. a -70

°C y se centrífugo a 12.000 rpm por 30 min a 4 °C. Por último luego de un lavado con

etanol 80 % el pellet se dejó secar y se resuspendió en agua a una concentración final de l

nyul.
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t Gel de mliacrilamida nativo 20 %: 12,7 ml de agua destilada; 20 ml de buffer TBE

5X (89 mM Tris-Base; 89 mM ácido bórico; 2 mM EDTA); 66 ml de acrilamida

30%fbisacrilamida 0,8 %; 35 ul de TEMED; 700 ul de persulfato de amonio 10 %

20.4- Ensayo EMSA

El extracto proteico nuclear (4 ug de proteína) se llevó a un volumen final de 10 ul

con solución C (10 mM Hepes pH 7,9; 0,25 mM EDTA; 20 % glicerol; 60 mM KCl; 0,125

mM EGTA) con inhibidores de proteasas. Luego se incubó con 200 ng de poly dI-dC

(Sigma), l ng de oligonucleótido marcado y agua destilada c.s.p. 20 ul, durante 20 min a

temperatura ambiente. Luego la mezcla se sembró en un gel de poliacrilamida al 5 %* y la

corrida electroforética se realizó a 150 V por 2,5 hs. Luego el gel se secó l h. a 80 °C y

finalmente se lo expuso a una placa radiográfica durante l dia a —80°C.

Gel de poliacrilamida al 5 %: 38,83 ml de agua destilada; 2,5 ml TAE 5X; 8,3 ml de

acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; TEMED 17,5 ul,; 400 ul de persulfato de amonio.

20.5- Ensayos de super shift

Para realimr los ensayos de super shift, los extractos proteicos nucleares, 4 ug de

cada uno, se pre-incubaron durante 1 h. a temperatura ambiente y luego se incubaron con

200 ng de poly dI-dC (Sigma), l ng de oligonucleótido marcado y agua destilada c.s.p. 20

ul, durante 20 min a temperatura ambiente. Finalmente las mezclas fueron sembradas y

corridas igual que en el ensayo de EMSA.
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I. El estrés osmótico sensibiliza a la apoptosis inducida por TNF-a en células
HeLa.

Si bien hay ciertos tipos celulares, tales como los fibroblastos de ratón L-929,

que son naturalmente sensibles a la muerte por TNF-a, en la mayoría de los tipos

celulares el TNF-a induce apoptosis sólo si las 'eélulas son previamente sensibilizadas

a esta acción biológica por medio de antibióticos inhibidores de la síntesis proteica

que actúan tanto a nivel traduccional como transcripcional, tales como la

cicloheximida o la actinomicina D respectivamente (Figura 8). En base a estas

observaciones se ha postulado la existencia de genes anti-apoptóticos inducidos por

TNF-a. De acuerdo a esto, la citoquina disparar-ía una doble señal sobre su célula

blanco: por un lado una cascada que lleva a la muerte celular y por otro, la inducción

de un mecanismo protector. El predominio de un u otro estímulo, así como qué

determina el destino final de la célula aún no ha sido del todo esclarecido y

depender-ía del estado de activación de otras vías, del entorno en que se encuentra la

célula y del tipo celular. Se sabe que la activación de caspasas llevaría a la muerte,

mientras que la activación del factor de transcripción NF-KB, y la posterior inducción

de sus genes blanco tendría un rol protector.

En cuanto a las MAPKs existen reportes que les adjudican tanto un rol

protector como uno inductor de la apoptosis dependiendo de que MAPKs se están

activando y del contexto celular (Xia et al., 1995).

Con el objetivo de analizar si otras vías no relacionadas con la inhibición de la

síntesis de novo de proteínas o la inhibición del factor NF-KB, podían estar

involucradas en la apoptosis inducida por "INF-ct, investigamos el rol que podría tener

el estrés osmótico en este proceso.

Existen evidencias que muestran que los antibióticos utilizados para

sensibilizar a las células a la muerte por TNF-a (cicloheximida y anisomicina)

además de poseer un efecto inhibitorio bien conocido también inducen en la célula

otros cambios bioquímicos, no muy bien descriptos, que llevan a la inducción y al

incremento en la actividad de SAPKS (proteínas quinasas activadas por estrés) una

subfamilia de las MAPK, (Zhen-gang et al., 1996) esto nos llevo a especular que,

además del efecto conocido sobre el arresto de la síntesis protéica, los antibióticos

podrian sensibilizar a las celulas por activación de SAPKs.



El tratamiento solo de NaCl no tiene ningún efecto en la sobrevida de las

células mientras que si es capaz de sensibilizar a las células HeLa a la muerte inducida
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l

l

l por TNF-a en forma dosis dependiente tal como lo hace la cicloheximida (Figura 8).
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El TNF-a puede inducir muerte celular a través de dos mecanismos distintos

como son la necrosis y apoptosis dependiendo del tipo celular. Estos dos modos de

muerte celular pueden distinguirse por alteraciones de varios parámetros en células

apoptóticas que incluyen, la fragmentación del ADN, la integridad de las membranas

y la reorientación de fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana celular,

(Kerr et al., 1972 y Pedob et al., 1992). Por lo tanto se procedió a analizar algunas de

estas características celulares en nuestro modelo.
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En primer lugar se evaluaron los niveles de apoptosis a través de la técnica de

determinación del contenido de ADN subdiploide por incorporación de ioduro de

propidio y posterior análisis por citometria de flujo. Para ello se estimularon células

HeLa con TNF-a; NaCl o ambos. En la figura 9 se puede observar que a las 18 hs de

cultivo el tratamiento con TNF-a. o NaCl no inducen un incremento en el porcentaje

de núcleos subdiploides o células apoptóticas con respecto a las células no tratadas,

mientras que el tratamiento simultáneo produjo un aumento de más del 25 % de

núcleos subdipliodes con respecto a las condiciones basales.

9 Basa] ° ’I'N'F-a
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Figura 9. El NaCl sensibiliza a la apoptosis inducida por TNF-a. en células HeLa. Nucleos
hipodiploides se observaron en células HeLa tratadas con 10 ng/ml TNF-a y 100 mM NaCI, pero no
en células estimuladas solo con NaCl o TNF-a. Luego de 12 hs de tratamiento las células fueron
levantadas y los núcleos teñidos con ioduro de propidio y analizados por citometrla de flujo. La
marea en los histogramas indica el porcentaje de células apoptóticas.

Otra forma de evaluar la calidad del ADN de células apoptóticas es mediante

el análisis de la fragmentación intemucleosomal de ADN por incorporación de

bromuro de etidio y posterior corrida en gel de agarosa. En la figura 10 se muestra que

células HeLa tratadas con TNF-a y NaCl durante 18 hs presentan el patrón de

fragmentación de ADN intemucleosomal típico de células apoptóticas mientras que
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las células tratadas solo con TNF-a ó solo con NaCl presentan un patrón igual que las

células sin tratar es decir su ADN no está fragmentado.

Figura 10. anmemaríon
del ADN inducido por el
tratamiento simultaneo de
NaCl y TNF-a. Celulas HeLa
fueron emmuladas con lÜ
ngml de TMF-fl IÜÜ mM de
N531 o ambos
simultaneamente ¿nana 1-1

hs Luego se extraJo el ADN
y se lo como en un gel de
agamsa 1,5 % teñido con
biommcl de 811Ii Ü

En segundo lugar y teniendo en cuenta que la pérdida de integridad de

membrana plasmática es una característica morfológica que distingue a la muerte

celular por necrosis de la apoptosis se decidió evaluar la morfología de las células

HeLa tratadas con TNF-oc;NaCl o ambos simultáneamente mediante la tinción de las

mismas con naranja de acridina el cual penetra en las células vivas y se intercala entre

las bases del ADN confiriéndoles un color verde, y bromuro de etidio que sólo entra

en las células muertas y tiñe la cromatina de un color naranja oscuro. La morfología

de las células muertas y las sobrevivientes se observó con un microscopio de

fluorescencia. En la figura 11 se puede observar que la integridad de las membranas

de las células tratadas con ambos estímulos o cada uno por separado no se perdió.

Asimismo vemos que con el tratamiento solo de TNF-a ó NaCl la mayoríia de las

células están vivas y por eso se las ve verdes, mientras que con el tratamiento

conjunto de ambos estímulos la mayoría de las células están apoptotóticas y por eso

las vernos rojas

Estos datos sugieren que el estrés osmótico sensibiliza a células

naturalmente resistentes a la muerte celular inducida por TNF-oca través de un

mecanismo apoptótico.
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Figura ll. Análisis
morfológico de células
sensibilizadas con NaCl a la
apoptosis inducida por TNF­
0.. Células HeLa fueron
estimuladas con 10 ng/ml de
TNF-on; lOO mM de NaCl o
ambos simultáneamente
durante 18 hs. Luego las
células se tiñeron con bromuro
de etidio y naranja de acridina.
Las células apoptóticas
(células teñidas de rojo)
muestran condensación
respecto de las células viables
teñidas de verde
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2. Expresión deproteínas de lafamilia de Bel-2 en células HeLa

La familia de proteínas Bcl-2 está compuesta tanto de proteínas pro­

apoptóticas como anti-apoptóticas. Su expresión y consiguiente asociación regula la

apoptosis en muchos tipos celulares. Es por eso, que la alteración especifica de la

expresión de uno de sus miembros puede modificar la sensibilidad de las células a la

inducción de apoptosis.

Se sabe también que en algunos modelos donde TNF-ocinduce apoptosis, sin

necesidad de sensibilizar previamente, lo hace a través de la activación de caspasa 8

(Monney et al., 1998)) y que en estos modelos Bel-2 tiene un pobre papel protector.

En contraste, suficientes evidencias apoyan un rol protector de Bol-2 en los modelos

de apoptosis que involucran la activación de caspasa 9 por productos mitocondriales,

como por ejemplo la liberación del citocromo c (Gross et aL, 1999).

Teniendo en cuenta estos antecedentes es que se decidió evaluar la expresión

de dos miembros de esta familia: Bcl-2 y Bax en nuestro modelo de apoptosis. Células

HeLa se estimularon con TNF-a; NaCl y la combinación de ambos estímulos durante

18 hs. Luego las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con un

anticuerpo policlonal anti-Bcl-2 y marcadas con un segundo anticuerpo acoplado a un

fluoróforo en nuestro caso FITC. La intensidad de fluorescencia se analizó por

citometria de flujo. Como se puede observar en la figura 12 A, la expresión de la

proteína Bel-2 se encuentra significativamente inhibida por el tratamiento simultáneo
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con TNF-a y NaCl, mientras que las mismas dosis por separado de NaCl o INF-a no

tienen ningún efecto en la expresión de dicha proteína.

Conjuntamente se evaluó la expresión de la proteína pro-apoptótica Bax por la

técnica de Western Blot con un anticuerpo policlonal anti-Bax en células HeLa

tratadas de la misma forma durante 12 hs. La figura 12 B muestra que el nivel de

expresión de dicha proteína no se encuentra afectado en ninguno de los tratamientos.

Estos resultados están indicando que la relación de Bcl-2/Bax se ve afectada y

estarían apoyando entonces un rol protector de Bel-2 en nuestro modelo y la

posible participación de la vía mítocondrial en la apoptosis inducida por NaCl y

TNF-a.
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¡"gun 12. Anális's de la expresión de genes pm- y anfi-qoptóh'cos. (A) Células HeLa fueron
esfimuladas con lÜ ng’ml de TNF-Og lÜÜ mM NaCl o ambos durmte 18 ls Luego las célula fueron
permeabilizadas, e incubadas con un anticuerpo anti-Bal-Z (Santa Cruz) y marcadas con un anticuerpo
anti-món lgÏv-FITC. Las células fuezon analizadas por citometn’a de flujo. (B) Células HeLa fueron
estimuladas con 10 ng’ml de TNF-og lÜÜ mM de NaCl o ambos ¿»nante 6 hsl La proteína Bax fue
detectada mediante la técnica de Westenblot utilizando el anticuerpo específico(Santa Can).



4. Activación de varias MAPK

Como mencionamos en la introducción hay numerosas evidencias que indican

la participación de las MAPK en el control del ciclo celular y la supervivencia celular.

Por otro lado también como se mencionó anteriormente sabemos que tanto el estrés,

en particular la cicloheximida y NaCl, como 'el agregado de TNF-a activan a las

SAPKs. Teniendo en cuenta estas evidencias se quiso determinar si el tratamiento

simultáneo de células HeLa con NaCl y TNF-a podía activar diferencialmente

distintas MAPKs y si esto podía estar relacionado con la inducción de apoptosis.

Para tal fin se analizó la actividad de p38, INK y Erk-6 quinasa de lisados de

células l-IeLaestimuladas con TNF-a; NaCl o ambos durante 20 min. En la figura l3

podemos ver que el tratamiento con NaCl y 'INF-a, ambos en dosis cuya

combinación induce apoptosis, provoca un aumento de la actividad de las 3 MAPK

analizadas si comparamos con cada estímulo por separado. Por otro lado podemos ver

también que el tratamiento solo con NaCl produce un aumento de la actividad de cada

una de las proteínas quinasas analizadas. Por último vernos que el TNF-a incrementa

la actividad de p38 y JNK como se sabía previamente pero también aumenta la

actividad de Erk-6, dato por primera vez visto en este estudio.

Para descartar que este aumento en la actividad de cada una de las proteínas

quinasas se debiera a un aumento en la expresión de dichas proteínas se analizó la

expresión de p38, JNK y Erkó utilizando anticuerpos policlonales específicos para

cada una de las proteínas mediante la técnica de Western blot utilizando los mismos

lisados en los que se determinó la actividad de las quinasas. Como se puede observar

en el panel mas bajo de la figura 13 la expresión de cada una de las proteínas quinasas

es igual en todos los tratamientos.
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4.Activación delfactor de transcripción NF-KB

Existen numerosas evidencias que muestran que el estrés osmótico activa

cascadas de señales que conducen a la activación del factor de transcripción NF-KB

(Raingeaud et aL, 1995; Verma et al., 1995). Por otro lado hay numerosos trabajos

que muestran el rol protector que tiene NF-KB en distintos modelos de apoptosis (Beg

et al., 1995; Van Antwerp et al., 1996; Liu et al., 1996; Mayo et aL, 1997). En base a

estos antecedentes es que se analizó el rol de este factor en nuestro modelo. Para ello

células HeLa fiJeron transfectadas transientemente con un plásmido reportero de la

actividad de este factor: el gen de la luciferasa bajo el control de un promotor con

elementos de unión Kb (KB-Luc) utilizando el método de transfecciones con

liposomas catiónicos como se indica en Materiales y Métodos. Luego las células

fueron estimuladas con TNF-a; NaCl y ambos estímulos juntos durante 12 hs, tiempo

en el que se detectó la muerte celular por citometn'a de flujo y microscopía. La

'transactivación se midió también a las 6 hs post estimulación cuando las células

todavía se veían viables. Los niveles de activación del factor de transcripción se
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determinaron a través de la cuantificación de las unidades relativas de luciferasa

(U.R.L). En la figura 14 A se puede observar que a las 12 hs post-estimulo tanto el

NaCl como el TNF-a por separado inducen la actividad de NF-KB con respecto al

tratamiento basal a pesar de que ambos por separado no disparan señales apoptóticas

como se mostró previamente en las figuras 8, 9, 10 y 11. Asimismo el estímulo

conjunto de TNF-a y NaCl, el cual constituye una señal apoptótica, incrementa

significativamente la actividad de este factor pero no de una manera sinérgíca.

Sin embargo cuando se midió la activación del factor de transcripción a las 6

hs el patrón de activación fue totalmente distinto al observado a las 12 hs. Como se

observa en la figura 14 B, el estimulo de TNF-a produjo un aumento significativo de

la transactivación, pero sorprendentemente el tratamiento con NaCl tuvo un bajo

efecto estimulatorio con respecto al tratamiento basal. Por otro lado se ve que el

tratamiento simultáneo con ambos estímulos produjo una inhibición de la actividad

transcripcional con respecto a la observada con el tratamiento de TNF-a solo.

Estos resultados muestran que si bien ambos estímulos en conjunto

producen un aumento de la actividad del factor de transcripción NF-ICB,lo hacen

en una etapa tardía y con distintas cinéticas de activación. Asimismo muestran

que el estrés osmótico en etapas tempranas probablemente dispare señales que

conducen a una inhibición de la actividad del factor NF-KB,esto es compatible

con el rol protector para NF-KBy con la sensibilización que produce NaCl para

el disparo de apoptosis .

Asimismo sugiere que el estrés osmótico tanto como el TNF-a y ambos

simultáneamente utilizarían diferentes vías que conducen a la activación del

factor de transcripción NF-IcB
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5. Rol dep38 en la activación delfactor de transcripción NF-KB

Hay evidencias que muestran que distintos estímulos de estrés son capaces de

activar al factor de transcripción NF-KB, y que varias proteínas quinasas incluída la

quinasa p38 estarian involucradas en el control de su actividad. Por otro lado tambien

hay numerosos reportes que muestran que la actividad de p38 quinasa es requerida

para la activación de NF-KB inducida por TNF-a (Bergher et aL, 1998).

Teniendo en cuenta estos datos previos se quiso evaluar el rol de p38 en el

modelo. Para ello se utilizó un inhibidor farmacológico específico de p38 como es el

SB203580 el cual inhibe su actividad quinasa. La figura 15 muestra un ensayo de

quinasas en donde se inmunoprecipitó específicamente p38 de lisados de células HeLa

tratadas con NaCl y una dosis específica del inhibidor. Como podemos ver la
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actividad de esta quinasa es menor en los lisados de células tratadas conjuntamente

con NaCl y el inhibidor con respecto a la actividad detectada en los lisados

estimulados sólo con NaCl.

De aquí en mas esta dosis es la que se utilizará en los experimentos

Una vez establecida la concentración a la cual el SB203580 inhibe la actividad

de la p38 quinasa evaluamos su participación en la activación transcripcional de NF­

KB en células HeLa transfectadas con el plásmido ¡cb-Luc y estimuladas con los

distintos tratamientos tanto a 12 hs como a 6 hs. La figura 16 A y B muestra que esta

dosis de SB203580 disminuye la actividad transcripcional de NF-KB cuando las

células son estimuladas con cada uno de los tratamientos tanto a tiempos cortos como

largos. Es decir la p38 quinasa juega un rol importante en la regulación de la

actividad transcripcional de NF-KBindependientemente del tipo de estímulo.
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Figura 16. Rol de ¡>38 en la actiyidad transcripcion] de NF-ILB. (A) Células HeLa fueron
transfectadas con 0.5 ,ug del plásmido reportero ¡(B-Luc, 0,5 ,ug de RSV-B-Gal y2 ¡Lgde vector vacío y
luego fueron estimuladas durante 12 hs con 10 ng’ml de TNF-o; 100 mM de NaCl y lÜ W SB203580
segL'n se incita Las midades relativas de lucifexasa (URL) fueron relativizadas con los
coneqaondentes valores de Bgalactos'dasa. (B) Se pmcedió igual que en (A) pero las células fueron
estimuladas chnmte 6 hs. Para todaslas condiciones se obtuvo un valor de P< 0.05 (ANOVA con el test
de Fisher) ’“Respectode TNF-o; “respecto de TNF-m NaCL ***remecto de NaCl.

6. Rol de NF-KB en el modelo de apoptosis.

Para analizar eficientemente el rol del factor de transcripción NF-KB en

nuestro modelo de apoptosis tratamos de inhibir su actividad, para ello se utilizó

sulfazalacina (SZ), el cual actúa como inhibidor de la IKK. Esta quinasa como se

mencionó en la introducción fosfon'la específicamente al IKB lo que induce su

degradación por el proteasoma y permite la translocación de NF-KB del citoplasma al

núcleo.
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Células HeLa fueron transfectadas con el plásmido reportero Kb-Luc y luego

estimuladas como se muestra en la figura 17 durante 16 hs. Al cabo de este tiempo se

analizó la actividad transcripcional de NF-KB en presencia de distintas

concentraciones de SZ. Como se puede observar todas las concentraciones de SZ

disminuyen la actividad ¡(B-Luc inducida por TNF-a.

12­

10­
3­

6- l
ZUOuM SZ SOOuM SZ BOOuM SZ

U.RL.deKB-Luc ‘ l

N I

O

TNF-a

Figura 17.Curvadesk request: de sulñnhciua (SZ)sobre la acfivilad
msn-ipch de NF-IB. CélulasHeLafuerontransfectadascon0,5 ¡ugdel
pla’snúdo¡tb-Luc,2,5 pgde plásmido vacío. Un ña después de la tansfección
las células se estimularon con lÜ :1ng de TNF-o: en ausencia o presencia de
(isfimas comednciones de SZ QUO ,LLMSZ; 500 ¡LM SZ y 800 ¿{M SZ)
duarte 12 hs. Las unidades relativas de luciferasa (URL.) se nomalizaran
con los corresponden,“ valores de la actividad B-galactosidasa. Resultados
similares se obtuvieron en tres experimentos independients.

En paralelo se midió el efecto citotóxico de la SZ (datos no mostrados). Se vio

que la dosis de 200 uM de SZ no tenía efectos citotóxicos per se.

Para continuar con el estudio se eligió la dosis de 200 uM de SZ ya que como

acabamos de ver inhibe la actividad del factor de transcripción NF-KB en un 28 % y

además no tiene efectos citotóxicos.

Procedimos entonces a evaluar el rol de NF-KB en el modelo de

sensibilización por NaCl a la apoptosis inducida por TNF-a. Células HeLa se

estimularon con ambos estímulos (NaCl y TNF-a) en presencia o ausencia del

inhibidor y los niveles de apoptosis se determinaron por tinción con ioduro de
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propidio y posterior análisis por citómetro de flujo. La figura 18 muestra que la

adición de SZ en una dosis que no tiene efectos basales aumenta la muerte celular

inducida por el tratamiento simultáneo con NaCl y TNF-a respecto de cultivos

tratados con los mismos estímulos pero sin el inhibidor. Estos resultados muestran

que NF-KBes una señal protectora la cual se induce en condiciones apoptóticas

como son la estimulación con NaCl y TNFÁ: pero que no es suficiente para

prevenir la muerte celular.

7.Rol de p38 en el modelo de apoptosis.

Como vimos previamente la inhibición de la actividad de p38 disminuye la

transactivación de NF-KB inducida por NaCl, TNF-a o ambós simultáneamente, es

por eso que quisimos evaluar el rol de esta quinasa en el modelo de apoptosis. Células

HeLa se estimularon conjuntamente con NaCl y TNF-a en presencia o ausencia de

SB203580, y se evaluaron los niveles de apoptosis por citometría de flujo. La figura

18 muestra que la inhibición de la actividad de la p38 quinasa aumenta

significativamente la muerte celular inducida por el tratamiento conjunto de NaCl y

TNF-a.

Teniendo en cuenta que p38 activa a NF-ICBy que al inhibir a esta proteína

quinasa hay un incremento de la muerte celular es que se quiso estudiar si el aumento

de la muerte por inhibición de la proteína quinasa estaba dado por una inhibición de la

actividad de NF-KB. Células HeLa fueron transfectadas con un plásmido que expresa

la proteína Rel A, una de las subunidades que forman el dímero NF«B, o un vector

vacío como control y luego tratadas con los distintos estímulos como se indica en la

figura 18. Podemos ver que la expresión de Rel A revierte totalmente la apoptosis

inducida por la inhibición de NF-KB dada por SZ en células tratadas con TNF-a y

NaCl. Sin embargo sólo revierte parcialmente el incremento de la apoptosis inducida

por la inhibición de p38 en células tratadas con TNF-a y NaCl.

Es decir que la proteína quinasa p38 sería una señal protectora. Sin

embargo no podemos descartar otras vías adicionales anti-apoptóticas en donde

p38 podría activar algunas cascadas de señales que no están ligadas a la

activación de NF-KBy que podrían actuar en paralelo a la activación de NF-KB.
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Figura 18. Efecto de h sulfazahcina (SZ) y el inlu'h'llor (le p38 SB2fl3ém en h apoptos's inducida
por TNF-a en células sensi'bilindas con NaCl. Células HeLa se transfectaron con 2 ¿tg de plásmido
CMV‘RelA o 2 ¡ug de plásmido vacío y 0,5 pg de plásmido ¡{SV-¿Gal utilizando lipofectamina plus
(GIBCO BRL) yluego de 48 hs pomptransfección las células fueron estimulantes con IÜÜmM de NaCl; 10
ngíml de TNF-o: o ambos simtfltáneamente en presencia o ausencia de 10 ¿LMde 88203580 o 200 #M de
SZ tal como se indica enla figura, Después de 12 hs de tratamiento las celulas fuermlevantadas, teñidas
con ioduro de propidio y analizadas por citómetro de flujo. La eficiencia de traníección ('70 %) fue
determinada por tinción de las células cm X-Gal. El diagama de barras corresponde al promedio de
tnplicados de tres pocillosk SD. Resultados ámilares se obtuvieron en tres experimentos independientes.

Los resultados de las figuras anteriores sólo son válidos si la concentración

utilizada del plásmido que expresa la proteína Rel A induce efectivamente la actividad

transcripcional de NF-KB. Para probar esto se transfectaron células HeLa con este

vector y se examinó la actividad del factor de transcripción utilizando un sistema

reportero. La figura 19 muestra que esta dosis de Rel A claramente induce la

activación de NF-KB. Asimismo en esta figura podemos ver que el agregado de SZ en

células que expresan constitutivamente Rel A no tiene efecto inhibitorio en la

transactivación de NF-KB y que el agregado de SB203580 inhibe significativamente

la activación de este factor. Es decir que p38 activa al factor NF-KB y esta activación

no es totalmente dependiente de los niveles disponibles de Rel A.
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Figura 19. Efecto de RelA y SZ en la acfivacñn tranazripc'mm] de NF-KB. Células HeLa
fueron conjmtamente transfectadas con 0,5 lug del plásmido reportero Kb-Luc, 2 ¡.¿gdel plásmido
CMV-Rem o plásmido vacío y 0,5 pg del plásmido RSV-¡G-Galpara normalizar Luego de 24 hs
post tmnsfección las células fueron estimuladas con lÜ ng’ml de TNF-o; lÜÜ mM de NaC-l, 200
¡01Mde SZ y lÜ ptIVlde 88203580 según se indica enlañgum amante 14 hs. El diagrama de barras
representa el promedio de tres pocillos con á: SDV Resultados smilares se obtuvieron en tres
experimentos independi entes.

8. Rol de los glucocorticaides

Los glucocorticoides ejercen una variedad de efectos fisiológicos y estos

efectos pueden ser opuestos dependiendo del tipo celular o del tipo de estímulo. Por

ejemplo, los glucocorticoides promueven o protegen de la apoptosis en tirnocitos

dependiendo del tipo de señal (Zacharchuk et al., 1990), mientras que en neutrófilos

inducen apoptosis (Armant et al., 1995) y en neuronas tienen un efecto dual

(McEwen, 1999).

Teniendo en cuenta estas evidencias es que se pretendió analizar el rol de los

glucocorticoides en nuestro modelo de sensibilización por estrés osmótico a la

apoptosis inducida por TNF-oc en células HeLa. Para lo cual dichas células fueron

incubadas con TNF-ocy NaCl simultáneamente en presencia o ausencia de distintas

concentraciones de Dexametasona (Dex) durante 14 hs y la apoptosis se evaluó por
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tinción con ioduro de propidio y posterior análisis en citómetro de flujo. En la figura

20 se puede observar que los glucocorticoides en una dosis de 500 nM son capaces de

revertir en un 44 %, la apoptosis inducida por TNF-a en células sensibilizadas por

estrés osmótico.
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F'gura 2). Efectoprotector (le bs glucocortimiles a la apoptosis illtlucila por TNT-a y
NaCl.Células HeLa fueron estimmadas (interna 14 hs con 10 ng‘ml de TNF-Oc',lÜÜmM NaCl',
lÜÜnM de Dex; 500 rWI de Dex tal como se muestra enla figura Luego las células fueron
levantadesyteñidas conioduo de propidio El porcentaje de mícleos subciploide se determinó
por citanetría de flLg'or Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos
independientes

Como se explicó anteriormente los GC son capaces de atravesar la membrana

plasmática y unirse a sus receptores que se encuentran en el citoplasma celular. Una

vez activado el receptor de glucocorticoides (GR), es capaz de regular en forma

negativa la actividad transcripcional de NF-KB (Scheiman et al., 1995a; Auphan et al.,

1995). Considerando que NF-KB puede controlar la expresión de genes

antiapoptóticos, resultó de particular interés determinar si el GR tenía algún efecto

sobre la actividad de NF-KB.

Para evaluar los efectos del GR sobre la actividad transcripcional del factor de

transcripción NF-KB, se realizaron transfecciones transientes de células HeLa con el

gen reportero KB-Luc. Se procedió entonces a la estimulación de las células con TNF­

oz, Dex y ambos simultáneamente y posteriormente se midieron los niveles de
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actividad del factor de transcripción cuantificando las unidades relativas de luciferasa

(U.R.L).

Como se muestra en la figura 21, el tratamiento solo con TNF-a promueve la

actividad de NF-KB, mientras que el tratamiento simultáneo de estas células con TNF­

a y Dex inhibe significativamente la actividad transcripcional de NF-KB en un 50 %

para la dosis de Dex utilizada, demostrando que este esteroide es capaz de regular en

forma negativa su actividad, como había sido descripto previamente.

Teniendo en cuenta que la dosis de Dex utilizada protege de la apoptosis

inducida por TNF-a, estos datos sugieren entonces que los glucocorticoides protegen

de la muerte inducida por esta citoquina a través de una cascada de señalización

distinta que no involucra al factor NF-KB.
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Cáltflas HeLafiieron transf'ectadascon500 ng del plásmido reportero ¡tE-Luc, 500 ng del plásmido
RSV-B-GAL y 2 ¡ig del vector vacio pCMX. Luego de 24 horas post-transfección las células
fueron estimuladas con 10 r1ng de TNF-or, 500 rNI de Dex o ambos duarte 16 hs. Las barras
representan las unidades relativas de lucifernsu (URL) que se normalizaron con los
cmrespomiiertes valores de 1a actividad B-galactosidasat Residuales similares se obtuvieron en
tres experirnentos independients.
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9. Fosforilación del receptor de glucocorticoides por MAPK in vitro

Existen evidencias en la literatura que muestran que dosis bajas de TNF-a

aumentan la capacidad protectora de los glucocorticoides en células manualmente

sensibles a la apoptosis inducida por ésta misma citoquina (Costas et al., 1996) lo que

abre la pregunta de si este fenómeno se debe a .una activación diferencial de distintas

proteínas quinasas.

Como ya se mencionó anteriormente los glucocorticoides ejercen sus efectos

biológicos a través de la unión con su receptor el cual se encuentra soluble en el

citoplasma y puede actuar como factor de transcripción dependiente de hormona.

Si bien la señal que induce la activación transcripcional del receptor de

glucocorticoides (GR) es la unión a su ligando específico, la activación

transcripcional también puede estar regulada tanto positiva como negativamente por

fosforilación. Al igual que otras proteínas reguladoras de la transcripción, el GR es

una proteína hiperfosforilada. El GR en su estado nativo, es decir cuando no está

unido a su ligando se encuentra parcialmente fosforilado y al unirse con su ligando

otros eventos de fosforilación ocurren principalmente en residuos de serina y treonina,

ubicados en la región reguladora de la transcripción en el extremo amino terminal. Por

otro lado existen evidencias que demuestran que in vitro el GR sería fosforilado por

proteínas quinasas de la familia de las MAPK (Rogatsky et al., 1998).

Teniendo en cuenta esta información y habiendo desarrollado en el laboratorio

las técnicas para medir la actividad de casi todos los miembros de la familia de

MAPKs es que se decidió evaluar si el GR podía ser sustrato de distintas MAPKs en

ensayos de fosforilación in vitro. Para ello lo que se hizo fue obtener la proteína

recombinante GST-GR, la cual fue purificada y expresada en bacterias. Esta proteína

contiene los residuos 106 al 318 del extremo amino del GR, ya que en esta secuencia

se encuentran los cuatro principales sitios de fosforilación descriptos. Para la

obtención de esta proteína de fusión se transformaron bacterias con el plásmido

recombinante las cuales luego se seleccionaron mediante la utilización del antibiótico

adecuado. Posteriormente estas bacterias recombinantes se crecieron en un medio rico

y se purificó la proteína deseada según se detalla en Materiales y Métodos.

La figura 22 muestra un gel de poliacrilamida desnaturalizante teñido con

coomasie blue en donde se muestra la proteína GST-GR obtenida al finalizar el

procedimiento de purificación.
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Una vez obtenido el sustrato se procedió a realizar los ensayos de fosforilación

in vitro. Para ello se hambrearon células en un medio sin suero durante 2 hs. Al cabo

de este tiempo las células se estimularon con los tratamientos indicados en la figura

23 durante 20 min para JNK, p38 y Erk6 y 5 min para Erkl/2 y ErkS. Luego las

células se lisaron y se inmunoprecipitó específicamente una quinasa, ya sea endógena

(para Erk2, JNK y p38) o como proteína de fusión unida a un epítope específico (para

ErkS y Erk6), utilizando los anticuerpos adecuados para cada caso. La actividad de la

quinasa inmunoprecipitada se determinó usando [32P]-y-ATP y GST-GR como

sustrato. Las muestras luego se analizaron en un gel de poliacn'lamida

desnaturalizante el cual posteriormente se secó y se lo expuso a una placa

autoradiográfica. La figura 23 muestra que las cinco MAPK mejor caracterizadas

hasta el momento (Erk-2; JNK; p38; Erk-6 y Erk-S) son capaces de usar como

sustrato a la proteína de fusión GR-GST in vitro. En ningún caso se vio fosforilación

del GST vacío (datos no mostrados).
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Figura 23. El GR es fosforílado in vitro por miembros de la familia de MAPKs.
Células HeLa fueron incubadas en medio DMEM alta glucosa sin suero durante 2 hs y
luego estimuladas según se indica durante 20 min para las proteinas p38, JNK, Erk6 y
durante 5 min para las proteínas Erk2 y Erk5. La actividad de cada quinasa se
determinó a través de ensayos de fosforílación in vitro utilizando [32P]-y-ATPy GST­
GR como sustrato siguiendo el protocolo que se describió en Materiales y Métodos.

10.Activación diferencial de JNK y p38 por dosis no citoto’xicasde TNF-a

Considerando que por un lado el GR resultó ser sustrato de fosforílación de

distintas proteinas MAPKs y que por otro hay evidencias que muestran que dosis muy

bajas de TNF-oc (0.02 ng/ml) no citotóxicas pueden aumentar la actividad

transcripcional del GR sin aumentar el bindíng a las secuencias de ADN (Costas et al.,

1996) es que se quiso determinar si este efecto podía deberse a una activación

diferencial de distintas proteínas quinasas las cuales a su vez podrian modular

diferencialmente la actividad transcripcional del GR. Con este objetivo se realizaron

ensayos para evaluar la actividad de las dos MAPK mejor caracterizadas en cuanto a

su capacidad de activación por TNF-ocque son p38 y JNK. Para ello células L-929

fueron hambreadas durante 2 hs y luego estimuladas con 0.02 ng/ml de TNF-a

durante 20 min. Luego se colectaron los lisados y la actividad de cada una se evaluó

de la misma forma que como se explicó anteriormente en la figura 23.
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La figura 24 muestra que la activación de p38 con dosis bajas de TNF-oces

mucho mayor que la activación de JNK con esta misma dosis. Lo contrario ocurre

para dosis altas de 'INF-a, en donde la activación de INK se ve fuertemente

incrementada con respecto a la activación de p38 (datos no mostrados).

A la luz de estos resultados resulta claro que mecanismos distintos están

regulando la activación de las MAPKs JNK y p38 por TNF-a.
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Figura 24. Dosisbajas de TNF-a activan difinncialmente a JNK y
p38. Celulas L-929 fueron crecidas en medio sin suero durante 2 hs y
luego estimdadas con0.02 ng’ml de TNF-o Cuarte 20 min Al cabo de
este tianpo las células fueron levarúadas y las proteínas qu'nasas
endógems fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos específicos
para JNK o p38. La fosforilacióndel sustrato GST-ATF2 se visualizó por
autoradiogafía Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos
indepentiemesl

11. Activación de p38 y JNK en el modelo de apoptosis inducida por TNF-a en

células L-929

Teniendo en cuenta que como se reportó previamente los fibroblastos de ratón

L-929 son naturalmente sensibles a la apoptosis inducida por TNF-a y hay evidencias

que muestran que los glucocorticoides pueden inhibir este proceso (Costas et al.,

1996) y que nuestros resultados muestran una activación diferencial de dos proteínas

quinasas, p38 y INK, en presencia de bajas dosis de TNF-a y que ambas MAPKs

fosforilan al GR en ensayos realizados in vitro es que quisimos evaluar el rol de la

interacción MAPKs-GR en el modelo de apoptosis inducido por TNF-oc en

fibroblastos de ratón L-929.
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Por lo tanto se procedió a realizar ensayos de fosforilación in vitro

inmunoprecipitando específicamente cada una de las quinasas endógenas y utilizando

la proteina de fusión GST-GR como sustrato. Células L-929 fueron hambreadas

durante dos horas en medio sin suero ni antibióticos y luego estimuladas con 10 ng/ml

de TNF-a (dosis con la cual podemos inducir apoptosis en este modelo) 500 nM de

Dex (dosis con la cual protegemos de la apoptosis inducida por TNF-a en este

modelo) y la combinación de ambos durante 20 min. La figura 25 muestra que el

TNF-a produce una activación de ambas quinasas, mientras que el tratamiento solo

con Dex no produce aumento en la actividad de JNK pero sí de p38. El estímulo

simultáneo de TNF-ocy Dex produce un aumento de la actividad de ambas quinasas

pero en el caso de JNK es de la misma magnitud que el producido por el estimulo de

TNF-a, mientras que con p38 el aumento es mayor que cuando se estimula con TNF­

(xy Dex por separado

9°»

p38

CST-GR

JNK
CST-GR

F’gm 25. Activaci'nl diferencial de JNK y p38 en células L-929. Fibroblestos de ratón
L-929 fueron crecidas en medio sin suero duram 2 horas. Luego las células fuemn
estimuladas con lÜ ng’ml de TNF-Og 500 nM de Dex o ambos duante 20 min. A1 cabo de
este tiempo las células fueron cosechadas y las proteínas qu'nasas endógenas fueron
inmmoprecrpitadas con el anticuerpo específico para p38 o JNK (Santa Cruz). Los paneles
muestran el sustrato GR fosfonlado de m experimento representativo Resultados similares
se obtuvieron en tres experimentos independientes
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12. Interacción in vivodel GR con miembros de lafamilia de MAPKs

Los ensayos mostrados anteriormente corresponden a interacciones del GR y

MAPKs in vitro. Con el objeto de evaluar si el GR podía interactuar con algunos

miembros de la familia de las MAPK in vivo se realizaron ensayos de co­

inmunoprecipitación. Para ello se utilizaron extractos de células Hek 293 las cuales

habían sido previamente transfectadas por el método de fosfato de calcio con

plásmidos que expresan el ADN copia de MAPKs específicas fusionadas a un epítope

HA. Luego los lisados celulares se incubaron con el anticuerpo policlonal anti GR y

fueron revelados con el anticuerpo monoclonal anti HA. En la figura 26 se puede

observar la presencia de p38, JNK, Erk2 y Erk-6 en los inmunoprecipitados de GR

respectivamente.

Estos datos muestran que estas proteínas quinasas interaccionan físicamente

con el receptor de glucocorticoides in vivo.
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Figura 26. Asociación in vivo entre el GR y miembros de la familia de las
MAPKs. Se realizaron ensayos de coinmunoprecipitacíón utilizando extractos
proteicos de células Hek 293 las cuales fueron previamente transfectadas con 2
ug de plásmido que expresa el ADN copia correspondiente a una MAPK como
proteína de fusión con un epítope (HA para Erk2 y Erkó; AU5 para p38 y JNK).
Luego los extractos fiieron inmunoprecipitados utilizando un anticuerpo
policlonal anti GR (Santa Cruz) y revelados utilizando un anticuerpo específico
que reconoce el epítope correspondiente en las MAPKs.
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Como se mencionó anteriormente el GR es una proteína soluble que se

encuentra retenida en el citoplasma por la chaperona Hsp-90 (Cadepond et 31., 1991).

Luego de la unión a su ligando específico el GR es capaz de translocar al núcleo en

donde puede activar la transcripción de sus genes blanco.

Se encuentran en la literatura trabajos que muestran que las MAPKs al ser

activadas translocan del citoplasma al núcleo (Khokhlatchev et al, 1998; New et al.,

2003; Hochbaum y Coso comunicación personal ). Sin embargo, el descubrimiento de

un número en aumento de sustratos citoplásmicos desafia esa teoría.

Con el objeto de evaluar si la p38 quinasa y el GR co-localizaban en

citoplasma o núcleo y si su ubicación subcelular variaba de acuerdo a si están o no

estímuladas es que se realizaron ensayos de inmunohistoquímica en fibroblastos de

ratón L-929 transfectados con un plásmido que expresa el ADN copia de la proteína

de fusión entre el GR y la proteína fluorescente verde (GFP-GR) conjuntamente con

otro plásmido que expresa el ADN copia de la p38 fusionado a un epitope HA.

Mientras que la expresión de la primera se sigue por la fluorescencia verde, la p38 se

detecta por inmunofluorescencia utilizando un primer anticuerpo anti HA hecho en

ratón y un segundo anticuerpo anti ratón acoplado a un fluoróforo como Cye 3/5. Dos

días después de la transfección las células fueron estímuladas con TNF-a y Dex

conjuntamente según se indica y la localización se visualizó a través de un

microscopio confocal. La figura 27 muestra que en condiciones basales ambas

proteinas co-localizan en el citoplasma, mientras que en condiciones estimulatorias

ambas se encuentran en el núcleo. Este dato resultó interesante ya que si bien sabemos

que el GR en presencia de Dex transloca del citoplasma al núcleo vemos que la p38

en presencia de un estimulo que sabemos que activa la proteína quinasa (Figura 23) se

encuentra en proporción, mucho más en núcleo que en el citoplasma.
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TNF- a+ Dex

F'gura 2?. Localización subveluhr del GR y p38. Células L-929 fueron
cmjuntamente transfectadas utilizando lipofectamina plus (GIBCO BRL) con l ptg de
plásmido que expresala proteína de fusión GFP-GR yl ¡Lgde plásmido que expresa el
ADN copia de ¡338 fusionado a un epítope HA. 24 hs post transfección las células
fueron estimuladas con IÜ ng’ml de TNF-o: dmante 20 min y luego con 500 nM de
Dex durante 1 hora. Posteriormente las celulas fueron fijadas permeablizadas e
incubadas dmante l hora conun articuerpopoliclmal anti ¡338.Al cabo de este tiempo
las células fueron incubadas con un segundo anticuerpo acoplado a un flUOIÓfÜl’Ü
C5815 y la localización subcelular se analizó por micrmcopía confocal. La
fluorescenciarojamuestra ala proteína de fusión EIA-¡338ylaf‘luorescenciaverde ala
proteína de fusión GR-GFP. Este es un experimento representativo de tres
experim entes independiente s.

13. Rol dep38 y JNK en la actividad transcripcional del GR

En la literatura hay trabajos que muestran que la fosforilación del GR produce

una inhibición en la actividad transcripcional de este factor (Rogatsky et al., 1998), la

enzima responsable de dicha inhibición es la SAPK JNK. Quisimos evaluar esta

hipótesis en nuestro modelo y extenderlo a otras MAPKS. Para ello células L-929

fueron transfectadas transientemente con un plásmido reportero de la actividad de este

factor: el gen de la luciferasa bajo el control de un promotor con elementos de unión a

glucocorticoides (MMTV-Luc) junto con un plásmido que expresa el ADN copia de

MLK3 un activador de la vía de JNK, utilizando el método de transfecciones por

liposomas catiónicos como se indica en Materiales y Métodos. Luego las células

fueron estimuladas según se indica en la figura 28 durante 14 hs y finalmente se

midieron los niveles de actividad del factor de transcripción cuantificando las
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unidades relativas de luciferasa (U.R.L). En la figura 28 se puede observar que el

tratamiento de las células con con el esteroide sintético promueve la actividad

transcripcional del GR en ausencia de la proteína JNK activada, pero esta activación

se ve disminuida en células transfectadas con MLK3 y también estimuladas con Dex.

Por lo tanto la fosforilación del GR por JNK inhibe su activación

transcripcional tal como habia sido previamente reportado.
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Con el objeto de determinar si la fosforilación in vitro del receptor de

glucocorticoides por la proteína quinasa p38 y su asociación in vivo desempeñan

algún papel funcional en la transactivación del GR, células L-929 fueron transfectadas

transientemente con el plásmido reportero MMTV-Luc junto con un plásmido que

expresa el ADN copia de MKK6 un activador de la vía de p38 y Erk-6, utilizando el

método de transfecciones por liposomas catiónicos como se indica en Materiales y

Métodos. Luego las células fueron estimuladas según se indica en la figura 29 durante

14 hs y finalmente se midieron los niveles de actividad del factor de transcripción

cuantificando las unidades relativas de luciferasa (U.R.L). En la figura 29 se puede

observar que como se sabía previamente, el tratamiento de las células con Dex

promueve la actividad transcripcional del GR en ausencia de la proteína p38 activada,
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pero esta activación se ve incrementada en células transfectadas con MKK6 y también

estimuladas con Dex.

U.R.LdeMMTV-Luc

¡1‘11 AR “¡ha ‘ikkoehfl

F'gura E. La pmteina quintas:p38 aumenta la actividad
transcr'g cional del GR. Ce'lulasL-929 fueron transfectadas
con 0.5 ¿tg del plásmido reportero MMTV-Luc, 1.5 pg del
plásmido que expresa el ADN copia de MKK6 un activador
de la vía de p38 y 1 ¡ug del plásmido RSV-BGal para
normalizar los datos, utilizando el método de lipofectamina
A1 día siguiente de la tzansfección las celulas fueron
estimuladas con 500 nM de Dex y lÜ ¡RM de 88203580
según se indica, durante 14 hs. La actividad transcripcional
del GR se determinó midiendo las midades relativas de
luciferasa de MM’I'V-luc. Este es un experimento
representativo de tres experimentos independientes

Como se reportó previamente MKK6 puede activar tanto a las proteínas

quinasas p38 como a Erkó, por lo tanto para poder determinar el rol de estas quinasas

en la activación transcripcional del GR se utilizó el inhibidor específico de la proteína

p38 SB203580. Como se puede observar en la figura 29 el agregado del inhibidor en

una dosis que sabemos que es efectiva (Figura 15) tiene un efecto inhibiton'o en la

transactivación del receptor de GR inducido por MKK6.

Estos resultados demuestran entonces que la proteína p38 estaría regulando

positivamente la habilidad del receptor glucocorticoides de activar la transcripción.

Entonces resumiendo si bien tanto las proteínas quinasas p38 y JNK son

capaces de fosforilar in vitro al receptor de glucocorticoides e interactuar in vivo

con el mismo, modulan diferencialmente su actividad transcripcional, mientras

que p38 la aumenta JNK la inhibe.
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14. La activación del GRpor p38 incrementa su localización nuclear

Con el objeto de determinar si la fosforilación del GR por la p38 quinasa in

vitro y su asociación in vivo podíanjugar un rol funcional en el proceso de regulación

de la localización subcelular se analizó por microscopía confocal los efectos de la

inhibición de la p38 en la localización del GR. Para ello células L-929 se transfectaron

transientemente utilizando el método de liposomas catiónicos con un plásmido que

expresa la proteína de fusión GFP-GR. Un día después de la transfección las células

fueron estimuladas según se indica en la figura 30 y finalmente fijadas y analizadas

con un microscopio confocal. Como se sabía previamente las células que fueron

estimuladas con Dex muestran una localización nuclear del GR ya que la

fluorescencia se ve en ese lugar (dato no mostrado), a diferencia de las células no

tratadas donde la mayor parte del GR se encuentra en el citoplasma como se puede

observar en la figura 30. Asimismo podemos ver en esta misma figura que las células

que fueron tratadas conjuntamente con TNF-OLy Dex también muestran una

localización nuclear del receptor la cual es inhibida por el pre-tratamiento de las

células con SB203580. Por lo tanto estos resultados indican que la proteina quinasa

p38 estaría involucrada en la regulación de la localización subcelular del GR.
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Otra forma más cuantitativa y sencilla de analizar la influencia de la proteína

quinasa p38 en la localización subcelular del receptor de glucocorticoides es mediante

el análisis de extractos proteicos correspondientes a las fracciones nucleares y

citoplasmáticos por la técnica de Western blot utilizando un anticuerpo policlonal

anti-GR. Para ello células L-929 fileron estimuladas con TNF-a, Dex, o ambos

simultáneamente según se indica. En la figura 31 se puede observar que los niveles de

GR en núcleo aumentan en presencia de su ligando sintético Dex y éstos no se

incrementan significativamente cuando las células son estimuladas con TNF-a y Dex.

Sin embargo cuando las células son pre-incubadas con el inhibidor específico

SB203580 y luego estimuladas con ambos estímulos los niveles nucleares del GR

disminuyen.

Asimismo vemos que los niveles de GR citoplasmáticos bajan con respecto a

los niveles basales cuando las células son estimuladas tanto con Dex; TNF-a + Dex y

TNF-(x + Dex + SB203580.

Con el objetivo de confirmar la pureza de los extractos citoplasmáticos y

nucleares los lisados utilizados para evaluar la localización del GR y p38 se
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desafiaron contra un anticuerpo policlonal anti-tubulina, la cual es una proteína

citoplasmática y contra un anticuerpo anti-PCNA una proteína estrictamente nuclear.

Como se observa en la figura 22 solo en los extractos citoplasmáticos se detecta la

proteína tubulina (Figura 31), mientras que solo en los extractos nucleares se detecta

la proteína PCNA (datos no mostrados).

Esots resultados indican que p38 está involucrada en el mecanismo de

translocación del GR.

Bas] TNF-a Dex T+ D T+D+m
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Figura3l. La ¡“(en qlilnsa ¡3 particin en h nguhc'in de la bcalincñl subcehhr del GR.CélulasL-929fueroncrecidasen
metio sin esteroides yluego estimuiads con 10 ngml de TIN-10;500 nM de Dex y 10 ¡LMde 58203580. Ls células que fuerontxatadas con el
inhibidor se las pre-incubó con e'lmismo ¡inerte 30 min yluego se las estando 20 mín con TNF-a y por (¡timo l hora conDexv Las células
que fueron emmuladas con el tratamiento conjmto deTNF- cry Dex limon pionero esmuladas 20 min conTNF-ayluego l hora conDexr El
katamerto sólo con TNl-ïa se realizó por 1 hora 20 min, mamas que el tratamiento solo con Dex se realizó por l hora. Luego las células
fueron levantadas yla fracción nuclear separada de la Citoplásmma,según el protocolo que se detalla en MaterialesyMétodos. Las proteínas se
sepaaron en m gel de poliaczilamida desmtmalizante d 10 % y luego se redizó el Western blot utilizando los articuerpos espea'fícos (Santa
Cruz).

15. Análisis de la movilidad electrofore’tica

Uno de los mecanismos por los cuales se explica un aumento en la actividad

de un factor de transcripción, es el aumento en los niveles activos disponibles en el

núcleo de este factor y, por lo tanto, en la unión al ADN. Contrariamente, una

disminución en la unión podría explicar una menor actividad transcripcional. Se

procedió, entonces, a estudiar la unión del factor de transcripción GR a su región

promotora GRE (elementos respondedores a glucocortícoides) bajo diferentes

estímulos celulares, mediante ensayos de cambio en la movilidad electroforética

(ensayos EMSA). Para ello se extrajeron las proteínas nucleares de células L-929

estimuladas con Dex, TNF-a o ambas, durante 45 min. como se indica en Materiales
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y Métodos. Se incubaron estas proteínas con un oligonucleótido marcado

radioactivamente correspondiente a secuencias que contienen elementos GRE, y se

corrieron en un gel de poliacrilamida nativo. Se observó el retardo en la corrida de la

banda correspondiente al oligonucleótido marcado unido a proteínas específicas.

Como se observa en la figura 32 Dex induce un aumento en la unión de los

complejos que contienen al GR (Figura 32 A, calle 3). El tratamiento con TNF-a solo

no produce ningún cambio respecto de los niveles basales, tal como puede observarse

en la calle 2 (Figura 32 A). El tratamiento simultáneo con TNF-a y Dex produce una

disminución en la unión de complejos que contienen al GR (Figura 32 calle 5). Para

evaluar el rol de la p38 quinasa se utilizó nuevamente el inhibidor específico

SB203580. Las células L-929 fueron pre-incubadas con el inhibidor 30 min. y luego

estimuladas durante 45 min. con TNF-a y Dex simultáneamente. La calle 4 de la

figura 32 A muestra una disminución en la unión de complejos conteniendo GR

respecto del tratamiento con TNF-a y Dex. La presencia del receptor de

glucocorticoides en estos complejos se confirma, según puede observarse en el ensayo

de supershift con anticuerpo anti GR (Figura 32 B calle l). Por otro lado para

determinar la especificidad de la unión a los sitios GRE de los complejos obtenidos

cuando las células son estimuladas con Dex se realizaron ensayos de competencia con

un oligonucleótido que posee la misma secuencia especifica que no está marcado

radioactivamente y con un oligonucleótido que posee una secuencia totalmente

distinta que tampoco está marcado radioactivamente. Con un exceso entre lO y lOO ‘

veces de oligonucleótido específico no marcado vemos una competencia eficiente por

la unión de los complejos que contienen al GR (Figura 32 B calles 2, 3 y 4). Por el

contrario un exceso de 50 veces de un oligonucleótido no relacionado no marcado es

incapaz de competir específicamente por la unión de los complejos (Figura 32 B calle

5).

De acuerdo con estas observaciones, puede concluirse que, la proteína

quinasa p38 estaría provocando un incremento en la actividad transcripcional

del GR a través de un aumento en los niveles activos disponibles de este factor en

el núcleo.
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Figura 32. Lap38 qu'masa produce un aumento de h unión del GR al ADN. (A) Se realizaron ensayos
de cambio de la movilidad electxoforéüca usando m oligo marcado (¡decontiene los sitios de unión del GR
(Oligo GRE) y5 ¡.¿gde extractos nucleares de células L-929 (calles 1-5) las cuales fueron esfimuladas con
lÜ ng'ml de TNF-o: (calle 2); 500 nM de Dex (calle 3); ambos simultáneameme (calle 4) y con ambos
estímulos más el agegado dell] ¿LMde 83203580 Mante 45 min. (B) Se realizaxon ensayos de cambio de
la movilidad electrofore'üca y reacciones de competencia usando el olígo GRE y 5 pag de extractos
mcleaxes de células L-929 las cuales fueron estimuladas con 500 nM de Dex (cdles B, D, 1-5), Para las
reacciones de competencia se agegaxon concentraciones creciemes de oligo GRE no marcado (callesZ-4) o
m oligo no específico marcado (calleS) en las mezclas de reacción. Para corfixmar la presencia del GR en
estos complejos se realizaxon ensayos de sapashfl para lo cual los extractos previamente esfimulados con
500 nM de Dex fueron pre incubados con m arficuerpo policlonal anti GR (Santa CM) dwante l hora y
luego se procedó como enlas otras xeacciones(calle l).
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16. Rol de p38 en la protección de los GC a la apoptosis inducida por TNF-a

Teniendo en cuenta que:

los fibroblastos de ratón L-929 son sensibles a la apoptosis inducida por

TNF-a;

hay evidencias que muestran que los glucocorticoides son capaces de

a
V

b
V

inhibir este proceso

c nuestros resultados indican que el GR es sustrato de distintas MAPKs y

d

V

la inhibición de la proteína p38 provoca una disminución en la cantidad deV

GR presente en el núcleo y en la actividad transcripcional de este factor es

que se quiso evaluar el rol de la misma en la protección por

glucocorticoides a la apoptosis inducida por TNF-a.

Células L-929 se crecieron en medio sin esteroides y se las estimuló durante

14 hs con TNF-a, dexametasona y ambos estímulos simultáneamente. La apoptosis se

evaluó por tinción de los lisados celulares con ioduro de propidio y posterior análisis

en un citómetro de flujo. En la figura 33 se puede observar que como se sabia

previamente el TNF-a induce un incremento en el porcentaje de núcleos subdiploides

o de células apoptóticas con respecto a las células sin estimular y que el tratamiento

simultáneo con Dex disminuye este porcentaje. Sin embargo cuando las células fueron

pre-incubadas durante 30 min. con el inhibidor específico 88203580 y luego

incubadas con ambos estímulos el porcentaje de células apoptóticas se incrementó

significativamente respecto de las células tratadas con TNF-a y Dex.
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Figura 33. La protección de GR a la apoptosis inducida por TNF-a involucra a p38. Células L-929 fueron
estimuladas con 10 uM de SB203580; 10 ng/ml de TNF-a; 500 nM de Dex o ambos según s indica en la figura.
Luego de 14 hs de tratamiento las células fueron levantadas y los núcleos teñidos con ioduro de propidio y
analizados por citometría de flujo. Los números sobre los macadores en el histograma representan el porcentaje de
partículas subdiploides. Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos índependintes
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Estos resultados muestran entonces que la proteína quinasa p38 estaría

involucrada en la protección mediada por los glucocorticoides a la apoptosis

inducida por TNF-a, probablemente a través del incremento de la actividad

transcripcional del GR.

Por otro lado podemos observar también que el pre-tratamiento de las células

con SB203580 seguido de incubación con TNF-a produce un incremento en la

apoptosis respecto de las celulas solo tratadas con TNF-a, lo que estaría indicando

que la proteína quinasa p38 actuaría en este modelo como una señal protectora la cual

se induce en condiciones apoptóticas como son la estimulación con TNF-a pero

previene solo parcialmente la muerte celular.
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CONCLUSIONES

En el modelo de células resistentes a la apoptosis inducida por TNF-a (HeLa) vimos

que:

El estrés osmótico es capaz de sensibilizar a la apoptosis inducida por TNF-a.

La apoptosis inducida por el tratamiento simultáneo con TNF-a y NaCl

involucra un cambio en la relación Bcl-2/Bax, a expensas de la reducción de los

niveles de expresión del gen anti-apoptótiico.

El tratamiento con NaCl y TNF-a, ambos en dosis cuya combinación induce

apoptosis, provoca un aumento de la actividad de INK, p38 y Erk6.

El estímulo conjunto de TNF-a y NaCl, el cual constituye una señal apoptótíca,

incrementa significativamente la actividad del factor de transcripción NF-KB,en

una fase tardía pero no en una fase temprana de inducción de la muerte y ésto no

es suficiente para prevenir la muerte celular.

La activación de p38 es necesaria para la actividad NF-KB y tiene un rol

protector de la apoptosis inducida por TNF-a y NaCl por mecanismos

adicionales a la activación de este factor de transcripción.

Los glucocorticoides tienen un rol protector de la apoptosis inducida por TNF-a

en células sensibilizadas por estrés osmótico.

En el modelo de células naturalmente sensibles a la apoptosis inducida por TNF-o. (L­

929) vimos que:

Las MAPK: Erk-Z, JNK, p38, Erkó y ErkS son capaces de fosforilar al GR in

vitro, mientras que cuatro de estas proteínas quinasas: Erkl/2; JNK, p38 y Erk6

interaccionan fisicamente con el GR in vivo.

Dosis bajas de TNF-a activan diferencialmente a JNK y p38.

JNK inhibe la activación transcripcional del GR.

p38 aumenta la actividad transcripcional del GR.

p38 aumenta la localización nuclear del GR

p38 aumenta la unión del GR alas secuencias blanco presentes en el ADN
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l) Modelo de sensibilización por estrés osmótico de células resistentes a la

apoptosis inducida por TNF-a.

1.1. Rol del estrés osmótico en la inducción de apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada está regulada por mecanismos que son

muy especificos tanto a nivel de señales como a nivel celular. Durante la apoptosis, la

célula sufre una serie de cambios morfológicos y bioquímicos conservados, que

incluyen entre otros la pérdida del volúmen celular. Este es un evento regulatorio

temprano esencial para la progresión de la apoptosis y es la caracteristica morfológica

que distingue a la apoptosis de la necrosis.

El mantenimiento del volúmen celular está regulado por varios mecanismos

regulatorios que incluyen transporte iónico, acumulación de osmolitos, organización del

citoesqueleto y la expresión génica. Entre estos, el movimiento de iones monovalentes,

como K+ y Na+, demostró ser crítico y necesario para la pérdida de volúmen celular y

los eventos de apoptosis.

La pérdida de volúmen está asociada con la salida de iones de K+ y solo las

células que presentan una disminución de su volúmen celular son las que exhiben

degradación del ADN, pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la activación

de caspasas efectoras (Bortner et al., 1997). Mas aún la apoptosis puede aumentarse en

condiciones donde la concentración intracelular de K+ es disminuida y puede inhibirse

cuando la salida de K+es impedida.(Bortner y Cidlowski, 1996).

Por otro lado existen evidencias que muestran que iones en altas concentraciones

como 150 mM pueden actuar como represores de la apoptosis (Montague et aL, 1999).

Si bien el TNF-a al igual que otros inductores de la apoptosis pueden causar una

disminución del volúmen celular y pérdida de iones (Okada et al., 2001), ésto

probablemente sea prevenido en condiciones hiperosmóticas como las que se logran

cuando se estimula con una concentración de 100 mM de NaCl ó 300 mM de sorbitol

(datos no mostrados). Estos resultados nos permiten especular que en este modelo de

sensibilización hiperosmolar a la apoptosis inducida por TNF-a, la pérdida de iones

probablemente no sea el evento disparador de la apoptosis.

1.2.Rol de NF«B en el modelo
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Si bien la mayoría de las células son resistentes a la apoptosis inducida por TNF­

a, hay diversas maneras de sensibilizarlas. Todas las maneras involucran la inhibición

del factor de transcripción NF-KB, o la presencia de inhibidores de la sintesis proteica

que previenen la expresión de genes anti-apoptóticos.

En ciertos sistemas biológicos NF-KB ha demostrado tener un rol anti­

apoptótico. Ratones deficientes en Rel A presentan un fenotipo letal embrionario

causado por la apoptosis inducida por TNF-a dentro del higado fetal (Beg et al., 1995).

La re-introducción de Rel A a hepatocitos inmortalizados derivados de estos animales

protegió a estas células de la apoptosis inducida por TNF-a. Asimismo NF-KB es capaz

de inhibir la apoptosis inducida por TNF-a en fibroblastos de ratas y humanos, en

células Jurkart y en células de cáncer mamario MCF7 (Van Antwerp et al., 1996; Liu et

al., 1996). Por otro lado NF-KB es capaz de proteger células tumorales transformadas

con Ras de la apoptosis inducida por quimioterapia (Mayo et al., 1997).

Hay una serie de genes anti-apoptóticos inducibles por NF-KB que han sido

identificados e incluyen clAPl , cIAPZ, TRAF l, TRAF2 y IEXL-l.

Estas evidencias muestran que NF-KB desempeñeria un rol anti-apoptótico en

varios sitemas posiblemente a través de la activación de distintos grupos de genes anti­

apoptóticos.

Pero también existen evidencias que correlacionan la inducción de apoptosis con

una activación de NF-KB en una gran variedad de sistemas, incluyendo el desarrollo

embrionario de aves, y en las neuronas dopaminérgicas derivadas de pacientes con la

enfermedad de Parkinson (Abbadie et al., 1993; Hunot et al., 1997).

Teniendo en cuenta estas evidencias el rol de NF-KB como regulador de la

apoptosis es complejo y parecería ser tejido específico.

En este trabajo se analizó un nuevo modelo de apoptosis inducida por TNF-a en

células sensibilizadas por estrés osmótico. En este modelo la inhibición temprana de la

actividad del factor de transcripción NF-¡(B parece estar involucrada en la inducción de

la apoptosis, a pesar que en una fase tardía la activación de este factor se ve

incrementada (Figuras 14 y 16). Si bien estos resultados pueden sugerir que NF-KB

tiene un rol pro-apoptótico, el bloqueo de su actividad incrementa aún más la

sensibilidad a la apoptosis inducida por TNF-o. (Figura 18). Teniendo en cuenta estos

resultados es posible pensar que la inhibición temprana de NF-icB por NaCl podria ser

el punto critico que conduce a las células estimuladas con TNF-a a la muerte. Si bien
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tardíamente hay un incremento de la actividad de este factor, probablemente como una

respuesta defensiva, esta acción no es lo suficientemente fuerte como para prevenir que

la muerte celular ocurra.

1.3. Rol de ¡WAPKsen el modela

La inhibición de la síntesis proteica confiere sensibilidad al TNF-a en la

mayoría de las células tumorales que son resistentes al mismo (Beyaert y Fiers, 1994).

Estas observaciones cultivaron la hipótesis de que en estos tipos celulares resistentes, el

TNF-a podía inducir la síntesis de proteínas anti-apoptóticas. Por otro lado existen

evidencias que muestran que los inhibidores de la síntesis proteica como la

cicloheximida pueden estimular la actividad de varias proteinas quinasas inducibles por

estrés como por ejemplo JNK (Kallunki et al., 1994). Con la idea de analizar si caminos

adicionales de transducción de señales como por ejemplo la activación diferencial de

distintas MAPKs, podian estar involucrados en la sensibilización a la apoptosis inducida

por TNF-a, se evaluó la capacidad del estrés osmótico de sensibilizar a las células.

La inducción de la expresión génica mediada por estrés involucra procesos

bioquímicos en los que participan múltiples caminos de transducción de señales.

Dependiendo del tipo de estímulo distintas proteínas quinasas se activan, lo que provoca

en última instancia la fosforilación de un factor de transcripción y la regulación de la

expresión.

Las MAPKs son los principales propagadores de las señales que van desde la

membrana celular al núcleo. En particular dentro de la familia de MAPKs hay un

subgrupo de proteínas llamadas SAPKs, el cual involucra a la família de INK y p38.

Tanto INK como p38 son capaces de activarse por distintos tipos de estrés, por

citoquinas y por TNF-a.

La activación de Erk 1/2 ha sido ligada a la supervivencia celular mientras que la

activación de JNK y p38 a la inducción de la apoptosis (Xia et al., 1995). Esta

dicotomía es una simplificación bastante grande de los hechos ya que el rol de cada

cascada de MAPK es muy específico a nivel celular y depende enormemente del

contexto celular. En concordancia con ésto hay evidencias que muestran que el balanCe

entre los niveles intracelulares de ceramidas y esfingosina-l-fosfato y sus efectos

regulatorios sobre Erk 1/2 y JNK determina el destino celular (Cuvillier et al., 1996).
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De acuerdo con esta idea la combinación de ambos estímulos, como TNF-a y

NaCl, podía producir un nuevo balance en los niveles de activación de distintas quinasas

involucradas en la muerte celular. Sin embargo en este trabajo vimos que todas las

quinasas (JNK, p38 y Erkó) inducidas por cada uno de los estímulos mostraron un

patrón de activación similar y que el máximo de activación se obtuvo por la

estimulación conjunta de TNF-a y NaCl. Si bieri el incremento de la actividad de alguna

de estas MAPKs, puede estar participando en el control de la respuesta de muerte o

sobrevida inducido por TNF-a, no podemos descartar que otros mecanismos de

señalización no relacionados con las cascadas de MAPKs esten involucrados en dicho

control.

p38 y INK son activadas por los mismos tipos de estímulos que provocan la

activación de NF-KB (Raingeaud et al., 1995; Verma et al., 1995). Hay evidencias que

muestran la participación de p38 en la activación de NF-KB y el requerimiento de la

actividad de p38 en la transactivación del mismo (Bergher et al., 1998). De acuerdo a

nuestros propios resultados el requerimiento de p38 parece ser crítico para la activación

de NF-KB independientemente de la cinética de cada uno de los estímulos (Figura 16).

En cuanto al rol de p38 en nuestro modelo de apoptosis, vimos que su inhibición

aumenta significativamente la muerte celular inducida por estrés osmótico y TNF-a.

Por lo tanto en el nuevo balance de quinasas inducidas por ambos estímulos, p38

desempeña un rol protector, el cual no es suficiente para prevenir la apoptosis. Es

interesante destacar que de acuerdo a nuestros resultados el efecto de la inhibición de

p38 en la muerte celular no pudo ser totalmente revertido por la sobreexpresíón de Rel

A (Figura 18). Estos resultados son compatibles con el efecto inhibitorio del SB203580

en la transactivación de NF-KB, el cual no pudo ser revertido cuando se sobreexpresó

Rel A (Figura 19). Estos resultados nos permiten especular que el rol anti-apoptótico de

p38 es mediado por NF-KB, pero en un paso por debajo de la proteolisis de IKBy no es

totalmente dependiente de los niveles disponibles de moléculas activas del factor de

transcripción NF-KB. Luego, es poco factible que p38 medie su rol protector solamente

a n'avés del incremento de la activación de NF-KB sino que probablemente induzca

otras señales protectoras que no esten relacionadas con este factor de transcripción.

1.4. Rol de lafamilia deproteínas Bel-2 en el modelo
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Se reportó previamente que además de la activación de caspasas, los efectos

citotóxicos del TNF-a se deben en parte a su habilidad de generar intermediarios de

oxígeno reactivo (ROI) y de producir daño oxidativo (Polla et al., 1996). Estos eventos

podrian ser los principales efectores de la muerte en células que son naturalmente

sensibles al TNF-a. Por otro lado el TNF-a es capaz de inducir la síntesis de la enzima

superóxido dismutasa la cual ha sido implicada en la protección de las células a los

efectos citotóxicos del TNF-a. Las mitocondrias son la principal fuente productora de

aniones superóxidos en la célula, cuya producción se ve incrementada cuando se pierde

el gradiente electroquímico a través de la membrana interna de la mitocondria. De

acuerdo con estas evidencias, se propuso que en células resistentes al TNF-a, el daño

mitocondrial es prevenido por un aumento en la expresión de la enzima superóxido

dismutasa.

Teniendo en cuenta estas evidencias es lógico pensar que cualquier señal que

afecte la integridad de la membrana interna mitocondrial, o bien, que sea capaz de

inhibir la producción de agentes anti-oxidantes, o las señales responsables de la

protección de la integridad de la mitocondria como por ejemplo Bel-2, podn'a

probablemente sensibilizar a las células a la muerte celular inducida por "INF-a. En este

sentido no se ha determinado aún cómo el estrés hiperosmótico afecta a algunos de estos

mecanismos.

Como mencionamos en la introducción el TNF-a induce apoptosis

principalmente mediante el reclutamiento de FADD en la cara citoplasmatica de su

receptor lo que provoca a su vez la activación de la pro-caspasa 8. Hay evidencias que

muestran que en este modelo Bel-2 tiene un pobre rol protector de la apoptosis (Monney

et al., 1998).

Si bien la unión del TNF-a a su receptor representa una forma de activar la

cascada de caspasas, existe un mecanismo alternativo de inducción de muerte celular,

que puede depender o no de señales de membrana y es el que está mediado por la

liberación del citocromo c de la mitocondria y su subsecuente asociación con Apaf-l y

pro-caspasa 9, lo que provoca la activación de caspasas efectoras. Esta última cascada

de caspasas puede ser inducida por ejemplo con luz UV y en este modelo Bel-2 posee

un rol regulatorio importante ya que es capaz de prevenir directa o indirectamente la

salida del citocromo c de la mitocondria y de esta manera inhibir el proceso de

apoptosis.
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En cuanto a la familia de proteínas Bel-2, es sabido que pueden formar

heterodímeros que promueven o inhiben la apoptosis. En este sentido, es importante

conocer la relación entre los niveles de expresión de los miembros de la familia pro- y

anti-apoptóticos. De acuerdo con nuestros resultados los niveles de Bel-2 no varían

cuando las células son estimuladas con TNF-a y NaCl por separado pero son inhibidos

por las señales apoptóticas generadas por el estímulo conjunto de TNF-a y estrés

osmótico, mientras que los niveles de la proteína pro-apoptótica Bax no se ven

afectados en ninguno de los tratamientos. Estos resultados están indicando que la

relación de Bcl-2/Bax se ve afectada y que probablemnte esté involucrada en el

aumento de la suceptibilidad a la apoptosis inducida por ambos estímulos.

Posiblemente en este modelo la disminución de la relación Bcl-2/Bax que

provoca la inhibición de una señal protectora conjuntamente con una inhibición de la

actividad de NF-KB desempeñen un papel crítico en la inducción de la apoptosis.

Finalmente nosotros mostrarnos que el estímulo no apoptótico como el estrés

osmótico puede sensibilizar a la apoptosis inducida por TNF-a en células que son

resitentes a esta citoquina que constituyen en realidad un modelo representativo de la

mayoría de las células del organismo. Dado que casi todos los tejidos están expuestos

tanto en una respuesta normal como inflamatoria al TNF-a y a cambios en la

osmolaridad de los fluidos fisiológicos, estos resultados podrían ser una contribución

importante en el conocimiento de algunas condiciones patológicas que involucran

hipertensión, altos niveles de cítoquinas inflamatorias en plasma y daño de tejidos.

2) Modelo de células naturalmente sensibles a la apoptosis inducida por TNF-a:

Rol de los GC y MAPKs

2.1. Rol de MAPKSen este modelo

En este trabajo nosotros hemos demostrado que las cinco MAPKs mejor

caracterizadas hasta el momento son capaces de fosforilar al GR in vitro y que cuatro

miembros de esta familia: JNK, p38, Erkó y Erk 1/2 son capaces de interactuar in vivo

con este receptor. Esto sugiere la existencia de posibles efectos regulatorios de estas

quinasas sobre el factor de transcripción. El rol que cumple la fosforilación del receptor

de glucocrticoides en la función del receptor es controversial. Algunos estudios sugieren
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que la mutación de un solo sitio o varios sitios de fosforilación en el GR de ratón o

humano afecta levemente la habilidad de estos mutantes en activar la transcripción

(Mason and Housley, 1993; Almóf et al., 1995).

Nuestros resultados sin embargo, muestran que mientras p38 induce la

activación transcripcional del GR, JNK la inhibe. Si bien los mecanismos por los cuales

la fosforilación de JNK inhibe la actividad transcripcional del GR no están del todo

claros hasta la fecha, la fosforilación del residuo de Ser-246 del receptor parecería estar

involucrada en esta acción (Rogatsky et aL, 1998). Esta fosforilación podría estar

alterando la localización nuclear del receptor en presencia de hormona o bien podría

estar afectando la afinidad del GR por factores que están involucrados en la regulación

transcripcional. Por otro lado la complejidad de un determinado promotor y el contexto

pueden afectar la capacidad de distintas formas fosforiladas del GR de regular la

transcripción.

Estos resultados demuestran la importancia del delicado equilibrio entre las

actividades de una y otra quinasa y la especificidad de las MAPKs al transducir sus

señales que van a afectar el destino de la célula ya sea hacia la supervivencia o muerte

celular.

Para evaluar si las MAPKs afectaban la capacidad de transactivación del GR o si

directamente afectaban la unión del receptor a sus secuencias blanco presentes en el

ADN (secuencias GRE) se realizaron ensayos de gel shift en los cuales se pudo ver que

la p38 quinasa favoreció la unión del GR a las secuencias GRE.

Una vez que el GR es fosforilado transloca al núcleo. Si bien Webster y col.

mostraron que la fosforilación del receptor no es un evento necesario para que la

translocación nuclear ocurra, ya que vieron que el GR de ratón que carecía de todos los

sitios de fosforilación era capaz de translocar al núcleo luego de la activación con su

ligando. Nuestros resultados sin embargo, muestran que la fosforilación del GR por p38

incrementa la localización nuclear del mismo. Asimismo vimos que si bien el GR

transloca al núcleo en presencia de TNF-a y Dex, también lo hace en presencia sólo de

Dex (experimento no mostrado), esto implica que se estarían utilizando dos caminos

diferentes para dirigir al GR al núcleo. Esto podría explicarse en parte teniendo en

cuenta que las interacciones con proteínas de anclaje o docking pueden jugar un rol muy

importante en la localimción o translocación de ciertas proteínas. Por ejemplo, las

interacciones entre Erkl y su proteína de anclaje MEKl han sido reportadas como

importantes para la localización citoplasmática de Erkl (Fukuda et aL, 1997). La
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translocación de p38a del núcleo al citoplasma en células activadas por estrés está

mediada por su proteína de anclaje MAPKAPKZ (Ben-Levy et aL, l998b). p38a puede

redistribuir GFP-MAPKAPK3 a través de la interacción con esta proteína (Tanouse et

al., 2001). También existen evidencias tanto bioquímicas como morfológicas que

muestran que el GR está asociado a microtúbulos durante distintas etapas del ciclo

celular, que también es capaz de unirse a filamentos de actina a través de la hsp90

(Miyata et al., 1991) y que el tratamiento de células con GC estabiliza la red de actina

(Castellino et al., 1992). Estas evidencias nos permiten hipotetizar que p38 podría estar

activando ya sea una proteína de anclaje o alguna proteína del citoesqueleto que esté

involucrada en la translocación del GR y de esta manera incrementar su localización

nuclear.

En esta segunda parte del trabajo nos centramos en estudiar el rol que tenia p38

en particular p38a, en la regulación de la actividad del GR. Esto lo hicimos utilizando el

inhibidor SB203580. Este es capaz de inhibir especificamente a p38a y p38B pero no a

las isoformas y (Erk6)y 6 de p38. Si bien p38a es la quinasa mejor caracterizada hasta

el momento y la que se expresa en casi todos los tejidos, seria interesante poder evaluar

el rol de los otras isoformas de p38,de las cuales no se tiene demasiada información aún,

y que nuevas evidencias muestran que no todas se regulan de la misma manera y tienen

el mismo patrón de localización dentro de la célula. Resultados recientes de nuestro

laboratorio muestran que si bien p38a y p387 son predominantemente nucleares, p385

es citoplasmática cuando las células son estimuladas con luz UV.

Por otro lado, vimos que Erkl/Z, que en general siempre se la asocia con

respuestas proliferativas pero no apoptóticas, era capaz de fosforilar in vitro e

interactuar in vivo con el GR. TNF-a no es capaz de activar a Erkl/2, ni a Erk5, la cual

vimos también ,que era capaz de fosforilar al GR in vitro. Estas dos últimas quinasas no

se encuentran dentro del subgrupo de SAPKs que se activan por estrés y por citoquinas

inflamatorias Dado que nuestro objetivo era estudiar los mecanismos moleculares por

los cuales TNF-a puede regular la actividad de GR y la sensibilidad a la acción

antagónica de los GC, no se estudiaron los efectos de esta quinasa en la activación

transcripcional y en la localización subcelular del GR. Sin embargo Rogatsky y col.

mostraron que Erkl/2 es capaz de fosforilar al GR in vitro y que la activación selectiva

de Erkl/2 in vivo disminuye la actividad transcripcional del GR pero de un modo
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independiente de la fosforilación, probablemente a través de la fosforilación de algún

cofactor del receptor de glucocorticoides.

2.2. Influencia de la interacción entre GRy MAPKs en el destino celular.

Con el objeto de evaluar si alguna de las actividades biológicas del GR podía

estar afectada por la activación de p38, decidimos evaluar la capacidad protectora de los

GC en el modelo de fibroblastos L-929 en donde el TNF-a induce apoptosis y los GC la

previenen. Vimos que p38 afecta la actividad biológica del GR ya que la inhibición de

la misma disminuye la capacidad protectora del GR, es decir que la fosforilación del GR

por p38 constituye una señal que regula positivamente la actividad del GR.

Asimismo vimos que in vitro los GC son capaces de activar a p38. Existen

evidencias que muestran que la progesterona es capaz de activar a Erk 1/2, y los autores

comentan que esto podría deberse a la interacción de la progesterona con un receptor de

membrana plasmática (Daufeldt et al., 2003). Un fenómeno análogo podría ocurrir con

los GC. Otra posibilidad en cuanto a la manera en que los GC activan a p38 podria ser

mediante la activación de alguna otra proteína capaz de interactuar con algún

componente intermediario en la cascada de activación de p38, tanto en la ya descripta

como en una cascada alternativa. Esto es coincidente con el hecho de que recientemente

Ge y col. han encontrado que una proteina adaptadora llamada TAB] es capaz de

activar a p38a. Esta es la primera evidencia de que existe un mecanismo distinto en la

regulación de MAPKs, además del clásico modo regulador MAPKKK-MAPKK­

MAPK.

Vimos también que la estimulación de las células con dosis muy bajas de TNF-a

que no tienen efectos citotóxicos per se, activan en mayor medida a p38 que dosis más

altas que si, son capaces de inducir apoptosis. Con JNK observamos la respuesta

contraria, es decir que dosis altas de TNF-a activan mucho más a JNK que dosis bajas.

Esto estaria hablando de un modo de regulación muy fino ya que un mismo estimulo en

distintas concentraciones puede desencadenar respuestas muy distintas en cuanto al

patrón de activación de MAPKS. En nuestro modelo de fibroblastos L-929, vemos que

dosis bajas de TNF-a activan fuertemente a p38, lo cual a su vez produce un incremento

de:

a) la transactivación,
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b) la unión del receptor a sus secuencias blanco en el ADN y

c) la localización nuclear del GR,

lo cual finalmente provoca el aumento de la capacidad protectora a la apoptosis

inducida por TNF-a. Podemos hipotetizar que tendriamos en este caso un mecanismo

protector de las células a los efectos citotóxicos de la citoquina disparado a dosis bajas.

Por otro lado, a concentraciones más altas de TNF-a obtenemos una mayor

activación de INK, lo que conduce a una disminución de la actividad transcripcional del

GR y en consecuencia, a una menor protección a la apoptosis por parte de los GC. Esta

hipótesis es coincidente con los datos mostrados por Costas y col donde la misma dosis

baja de TNF-a que nosotros utilizamos produce un aumento del número de receptores

de GC, un aumento de la unión del GR a sus secuencias GRE presentes en el ADN y la

preincubación de las células con esta dosis baja de TNF-a aumenta la protección de los

GC a la apoptosis inducida por dicha citoquina.

Cuvillier y col. observan que el cociente de actividades de Erkl/Z sobre INK

influye en el destino celular en cultivos de células Jurkat, si es mayor hay sobrevida

mienuas que si es menor se favorece la muerte celular programada. Si comparamos

dicha observación con nuestros datos podemos especular que, en flbroblastos L-929,

ocurriría un fenómeno análogo vinculado con el equilibrio entre las actividades de p38 y

INK. Bajas dosis de TNF-a inducen más p38 que INK (cociente alto) y coinciden con

la sobrevida celular mientras que a dosis altas de TNF-a el cociente se invierte y las

celulas tienden a morir.

Dicha especulación esta apoyada por varios reportes en los cuales la asociación

entre altas actividades de INK y el control del crecimiento celular esta ampliamente

documentado. Dicho control estaría dado por el disparo de la apoptosis por la vía

mitocondrial en situaciones bajo las cuales los niveles de activación de INK son altos.

El establecimeinto de un delicado equilibrio entre la activación de INK y otras MAPKs

sería esencial para la vida normal de la célula manteniéndola viva con niveles de

replicación controlados. Se ha visto que células provenientes de ratones en los cuales los

genes para INK] y INKZ han sido suprimidos por “knock-out” son mucho más

susceptibles a la transformación por Ras que células similares provenientes de ratones

normales (Li et al., 2003). Por otro lado, múltiples intentos de establecer líneas celulares

derivadas de fibroblastos NIH3T3 que expresen los activadores de INK MLK3 y

MEKK en forma estable han resultado en una muerte celular prematura (Omar Coso,
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observación no publicada) y en un estudio practicado sobre 19 tumores cerebrales por

Yoshida y col. se encontró que 10 de ellos poseían deletado el gen para JNK3, datos que

sugieren que este gen podria ser considerado como integrante de la lista de genes

supresores de tumores.

Una manera sencilla de evaluar el rol de INK en este modelo de apoptosis seria

utilizando un inhibidor específico de esta quinasa. Dado que el inhibidor comercial

farmacológico específico de INK ha salido solo recientemente a la venta, cuando ya

habíamos concluido la realización práctica de los experimentos incluídos en esta

presentación, esos experimentos no se incluyen, sin embargo, dichos datos son

prioritarios en la continuación de esta linea de investigación.

Como se mencionó anteriormente el factor de transcripción NF-KB puede tener

un rol pro- o anti-apoptótico dependiendo del tipo y contexto celular. Hay evidencias

que muestran que en este modelo de células sensibles a la acción de TNF-a, el NF-KB

tendría un rol anti-apoptótico y que si bien los GC son capaces de inhibir a este factor a

través de la inducción del ARN mensajero de IKB, tanto el GR como el NF-KB inducen

distintas señales protectoras en estas células (Costas et aL, 2000)

Por último, sabemos ya que diferentes MAPKs fosforilan GR y que, diferentes

MAPKs como JNK y p38 tienen efectos opuestos sobre sus actividades biológicas.

Teniendo en cuenta estas observaciones y el hecho de que GR es una molécula

relativamente grande con varios sitios potenciales de fosforilación, sería útil disponer de

una batería de mutantes del GR en la cual sus serinas y treoninas sean reemplazadas por

alaninas en forma alternativa. El uso de dicho conjunto de mutantes se encuentra entre

las prioridades futuras a ensayar dado que nos permitirá evaluar más detalladamente el

rol de la fosforilación en las actividades biológicas del GR.

Finalmente, hemos estudiado mecanismos moleculares de interacción regulatoria

entre señales de respuesta a estrés, una citoquina inflamatoria y los receptores de

glucocorticoides. Observamos que, cambios sutiles en los niveles de activación de estos

distintos sistemas de transducción de señales pueden determinar el destino (vida o

muerte) de la célula en modos que son dependientes del tipo celular.
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