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“EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE EL BALANCE
ENTRE LA PROLIFERACION Y LA APOPTOSIS CELULAR EN
LINFOCITOS T NORMALES Y TUMORALES. PARTICIPACION
DIFERENCIAL DE ISOENZIMAS DE PROTEINA QUINASA C Y DE
OXIDO NITRICO SINTASA”

RESUMEN

Una compleja red de sefiales intracelulares conduce a la diferenciacion, proliferacion
y apoptosis de linfocitos T. En esta tesis se caracterizaron los eventos bioquimicos
implicados en la proliferacion del linfoma T murino BW 5147 (BW) en comparacion
con linfocitos T normales en reposo o estimulados mitogénicamente y se analizo el
efecto de las hormonas tiroideas (HTs) sobre las enzimas involucradas en las
cascadas de sefializacion.

En las células BW la proliferacion celular resultd dependiente de la actividad de la
proteina quinasa C { (PKC (), una isoenzima atipica calcio-independiente, asi como
también de la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS). En estas células estudios de
western blot y PCR mostraron la expresion constitutiva de la isoforma inducible de
NOS (iNOS), con niveles y actividad enzimatica mayores en células en crecimiento
respecto de las quiescentes. Por el contrario, la proliferacion de los linfocitos T
normales fue modulada por las isoenzimas de PKC clasicas dependientes de calcio,
con una expresion mayoritaria de la isoenzima [3, y una baja actividad de NOS no
modificable por el estimulo mitogénico.

Respecto de las acciones de las HTs, éstas indujeron a tiempos cortos de cultivo
(hasta 72 horas) un aumento de la proliferacion de ambos tipos celulares, con un
incremento en el contenido total de PKC y de la enzima translocada a membrana
plasmatica. Ademas elevaron los niveles de PKC { en las células tumorales y de PKC
o y B en linfocitos T normales y fueron capaces de incrementar la actividad de NOS
y la expresion de iNOS unicamente en las células BW. En dichas células, las HTs
indujeron la activacion de iNOS via PKC { involucrando rio arriba de PKC a la
enzima fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3-K) y rio abajo a la activacion del factor

nuclear de transcripcion kappa B (NF-xB).



A diferencia de lo observado a tiempos cortos de cultivo, el tratamiento prolongado
de células BW con HTs (mayor a 5 dias) indujo la disminucion de las respuestas
proliferativas y la muerte celular por apoptosis. Estos efectos se vieron acompafiados
por un aumento exacerbado de la actividad de NOS y de la expresion proteica y
genomica de iNOS que fue independiente de PKC  ya que, en estas condiciones, su
expresion se encontr6 reducida.

Teniendo en cuenta las evidencias experimentales podemos concluir que las HTs son
capaces de modular el balance entre proliferacion y apoptosis linfocitarias
involucrando diferencialmente a las isoenzimas de PKC y a la iNOS, dependiendo del

tiempo de accion y del tipo celular en estudio.

Palabras Claves

Hormonas tiroideas, linfoma T, linfocitos T, proliferacion, apoptosis, proteina quinasa

C, oxido nitrico sintasa, factor nuclear de transcripcion kappa B, fosfatidilinositol-3-

quinasa.



“THYROID HORMONE EFFECT ON THE BALANCE BETWEEN
CELLULAR PROLIFERATION AND APOPTOSIS IN NORMAL AND
TUMOR T LYMPHOCYTES. DIFFERENTIAL INVOLVEMENT OF
PROTEIN KINASE C AND NITRIC OXIDE SYNTHASE ISOENZYMES”

SUMMARY

A complex net of intracellular signals leads to T lymphocyte differentiation,
proliferation and apoptosis. In this work, the biochemical events involved in the
proliferation of the murine T lymphoma BW5147 (BW) were studied in comparison
to quiescent and mitogen stimulated normal T lymphocytes. Also the effect of
thyroid hormones (THs) on these cell types and on the participating intracellular
signals were analyzed.

BW cell proliferation was found to be dependent on both the atypical calcium-
independent protein kinase C (PKC) { and on nitric oxide synthase (NOS) activities.
In these cells western blot and PCR studies demonstrated that they constitutively
expressed the inducible NOS isoform (iNOS), with higher enzymatic level and
activity in growing than in quiescent cells. On the contrary, normal T lymphocyte
proliferation was modulated by classic calcium-dependent PKC isoenzymes with a
major expression of the B isoform. Also normal T cells displayed low NOS activity
that was not modified by mitogen stimulation.

Respect to THs actions, at short time of culture (up to 72 hours) both triiodothyronine
(T3) and thyroxine (T4) were able to increase both BW and mitogen-induced T cell
proliferation, effects that were accompanied by an increment in total PKC content
and membrane associated PKC activity. Also THs increased PKC C levels in BW
cells, but PKC a and B in normal T lymphocytes. Furthermore, THs were able to
increase NOS activity and iNOS expression only in BW cells. In these cells THs
induced iNOS activation via PKC {, involving phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K)
and nuclear factor-kappa B (NF-xB) up stream and down stream PKC, respectively.
However, longer time of culture with THs (more than 5 days) lead to a decrease in
proliferative responses and induced apoptosis of BW cells. These effects were

accompanied by an exacerbate increase in NOS activity and in iNOS protein and



ARN levels that were independent of PKC { as this isoenzyme is drastically
diminished in this culture conditions.

Taking into account the experimental evidences it can be concluded that THs are able
to modulate the balance between lymphoid proliferation and apoptosis involving
different PKC isoenzymes and iNOS and depending on both the cell type and the

time of action.

Key words

Thyroid hormones, T cell lymphoma, T lymphocyte, proliferation, apoptosis, protein
kinase C, nitric oxide synthase, nuclear factor-kappa B, phosphatidylinositol 3-

kinase
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2.1 Control neuroendocrino de la funcionalidad linfocitaria

Los linfocitos son las células responsables de las respuestas inmunitarias (inmune, del
latin, 'estar libre de carga'). Se desarrollan a partir de progenitores linfoides inmaduros y
se dividen en dos grandes grupos, linfocitos B y linfocitos T, segun que estos
progenitores linfoides maduren en la médula 6sea o en el timo, respectivamente. Los
linfocitos B estan especializados en la produccion de anticuerpos. Los linfocitos T son
responsables de las respuestas inmunes mediadas por células y dirigen la actuacion de
los otros componentes del sistema de defensa. Asi, por ejemplo, cooperan con los
linfocitos B en la sintesis de anticuerpos dirigidos especificamente contra antigenos

timodependientes.

Los linfocitos cumplen sus funciones en estrecha comunicacion con el microambiente
con el que interactian y con mecanismos regulatorios neuroendocrinos. Es decir que el
sistema inmune y por ende sus componentes linfocitarios, ademas de sus mecanismos
autorregulatorios, estan influenciados por el sistema neuroendocrino. Existe entre ambos
sistemas un verdadero circuito de control que comprende distintos niveles: el cerebro, la
hipofisis, el sistema nervioso periférico y las células que participan en las respuestas
inmunologicas (Mc Cann S, 1998; Turrin y Rivest, 2004; Toni R, 2004). Dicha
interaccion, en la que participan receptores celulares y sus sefiales de transduccion, es
bidireccional y estaria involucrada en el mantenimiento de la homeostasis inmunologica

y fisiologica (Downing y Miyan, 2000; Wrona D, 2006). Numerosas evidencias

experimentales lo avalan:

1) La lesion de estructuras cerebrales disminuye la respuesta inmunologica (Labeur y
col, 1991; Ghoshal y col, 1998; Wrona y col, 2003; Hefco y col, 2004).

2) Las citoquinas liberadas durante la respuesta inmune pueden actuar sobre el sistema
nervioso central (SNC), inhibiendo o activando la liberacion de péptidos
hipotalamicos y por ende, modificando el patron de secrecion hormonal a nivel
hipofisario (Mc Cann S, 1998; Rivest S, 2001; Kelley KW, 2004)

3) El sistema neuroendocrino es capaz de producir linfo y monoquinas (Downing y
Miyan, 2000; Friedman W1J, 2005; Dafny y Yang, 2005)

4) Tanto neuropéptidos como hormonas y neurotransmisores pueden actuar
modulando la funcionalidad de células inmunologicas (Mc Cann S, 1998; Krueger y

col, 2002; Savino y col, 2003; Harbuz y col, 2003; Wrona D, 2006).
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5) Las células del sistema inmune son capaces de producir hormonas peptidicas y
neurotransmisores (Mc Cann S, 1998; Wrona D, 2006).

6) A nivel molecular se ha descripto la presencia de receptores de alta afinidad para
moléculas mutuamente reactivas. Asi, las células del sistema nervioso poseen
receptores para sustancias bioactivas del sistema inmune (Ireland y Reiss, 2004;
Banisadr y col, 2005; Dafny y Yang, 2005) y, a su vez, las células inmunes
presentan receptores para neuropéptidos, neurotransmisores y hormonas (Cazaux y

col, 1995; Cremaschi y col, 2000; Boldyrev y col, 2005; Wheway y col, 2005)

Los linfomas constituyen un grupo heterogéneo y amplio de sindromes
linfoproliferativos tumorales, con expansion clonal de una linea o sublinea linfoide,
alterada por mecanismos que inciden en la transformacion neopldsica de estas células.
Los linfomas tienen una gran diversidad clinico-evolutiva, con formas de comienzo
ganglionar o extraganglionar, asi como diferentes criterios prondsticos. La clasificacion
de los linfomas se basa fundamentalmente en la naturaleza de la célula linfoide
proliferante. En base a las evidencias descriptas arriba, que avalan indiscutiblemente la
existencia de una delicada red de control neuroenddcrino de la funcionalidad
linfocitaria, resulta de suma importancia tener en cuenta su potencial participacion en
cualquier aberracion funcional o enfermedad del sistema inmunolédgico incluyendo los

sindromes linfoproliferativos (Krueger y col, 2002).

2.2 Transduccion de seiiales en linfocitos T

Una compleja serie de eventos intracelulares lleva a la proliferacion y diferenciacion de
células T a células efectoras maduras. Estos procesos son dependientes de dos sefiales
exdgenas principales, una es la estimulacion del complejo TCR/CD3 por antigenos o
mitogenos y la otra depende de la accion de la interleuquina 2 (IL-2) sobre receptores
especificos en la membrana celular. Ambos caminos desencadenan una serie de eventos
secuenciales coordinados entre los que se incluyen, la activacion de proteinas tirosina
quinasa (TPK), la activacion de fosfolipasa C (PLC) con la consiguiente hidrdlisis de
fosfolipidos de membrana que resulta en la formacion de dos segundos mensajeros, el

inositol trifosfato (IP;) y el diacilglicerol (DAG). Estas sefiales de transduccion
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involucran ademas la activacion de otras proteinas quinasas y de varios factores de
transcripcion.

El IP3 (Esquema 1), aumenta el calcio intracelular a través de la liberacion de sus
depositos citoplasmaticos. Dicho Ca*" se une a la calmodulina, que es una quinasa
dependiente de Ca’’, la que, a su vez, activa a la calcineurina, una proteina fosfatasa
dependiente de Ca®'/calmodulina. El NFAT (Factor Nuclear de células T Activadas),
que es un regulador transcripcional de la expresion del gen de IL-2, es un farget directo
de la calcineurina. Esta ultima desfosforila al NFTA el que migra al nucleo e induce la
transcripcion del gen de IL-2.

El DAG (Esquema 1), a su vez, activa a la proteina quinasa C (PKC). La PKC cumple
un rol principal en el camino de sefalizacion de células T a través de la interaccion
antigeno-receptor. La activacion de PKC desencadena una cascada de sefiales
intracelulares que incluye la fosforilacion de Ras, una GTPasa que activa Raf, con la
consiguiente estimulacion de la cascada de la proteina quinasa activada por mitégenos
(MAPK) y la fosforilacion de la maquinaria transcripcional y transduccional.

Estos efectos provocan la amplificacion de la sefal inicial que resulta en cambios en la
expresion genética, que conducen a eventos de diferenciacion celular, induccion de
respuestas proliferativas o activan mecanismos de muerte celular (Isakov y col., 1992;
Graves y col, 1995; Samelson y col, 1995; Hama y col 1995; Germain y Stefanova;
1999).

2.3 La proteina quinasa C
2.3.1 Isoenzimas de PKC

La proteina quinasa C (PKC) es una familia de proteinas quinasas que fosforilan
especificamente a los aminoacidos serina y treonina en una gran variedad de proteinas.
Por clonado molecular se ha demostrado que la PKC es una familia de 12 isoenzimas
codificadas por distintos genes que se diferencian en sus estructuras y requerimientos de

sustrato (Tan y Parker, 2003).
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Esquema 1: Sefializacion por el receptor de células T (TCR). Uno de los primeros eventos
bioquimicos que tiene lugar luego de la activacion del complejo TCR/CD3 es la activacion de la
familia Src de tirosina quinasas (p56lck) que a su vez fosforila a la PLCyl que hidroliza al
fosfatidilinositol 4, 5-bifosfatosfato (PIP2), generando DAG e IP3 y dando lugar a los eventos
bioquimicos descriptos en el texto. RE: reticulo endoplasmico.

Las isoformas de PKC se han agrupado en tres subfamilias basandose en la homologia

de secuencias y en sus propiedades bioquimicas:

1.

Las PKC convencionales o clésicas (cPKC) que incluyen las isoformas o, BI, BITy 7.
Las isoformas BI y BII son productos del mismo gen generados por splicing
alternativo. Las ¢cPKC son activadas por fosfolipidos y Ca*" y su union al DAG
incrementa la afinidad de la enzima por ambos. Las cPKC también unen ésteres de
forbol.

Las PKC noveles (nPKC) que incluyen las isoformas 9, €, 1 y 0, son independientes

de Ca*" y activadas por DAG o ésteres de forbol en presencia de fosfolipidos.
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3. Las PKC atipicas (aPKC) incluyen las isoformas { y VA, son independientes de
Ca®" y no requieren DAG o ésteres de forbol para su activacion, aunque su actividad

es regulada por fosfolipidos.

2.3.2 Estructura de las isoenzimas de PKC

La estructura proteica de las isoformas de PKC muestra un dominio regulatorio N-
terminal y un dominio catalitico C-terminal con regiones altamente conservadas (C1-
C4) y regiones variables (V1-V5).

El dominio regulatorio de las isoenzimas de PKC presenta regiones de interaccion para
cofactores y el dominio catalitico, regiones de union para el ATP y para los sustratos
especificos de la enzima (Coussens y col., 1986; Newton, 1995). La estructura de las
isoenzimas de PKC se encuentra representada en el Esquema 2.

La region regulatoria posee una secuencia denominada pseudosustrato (PS), similar a la
secuencia consenso de fosforilacion para PKC, pero con el residuo no fosforilable
alanina, asi, esta region al interaccionar con el dominio catalitico reprime la actividad de
la enzima. En presencia de activadores y cofactores, la enzima sufre un cambio
conformacional que impide al PS interaccionar con el dominio catalitico, activando de
esta forma a la enzima (Orr y col., 1992).

El dominio C1 de las isoformas cPKCs y nPKCs presenta dos regiones ricas en cisteina
que unen DAG y ésteres de forbol y preservan la estructura tridimensional de la enzima.
Las aPKC poseen un solo dominio rico en cisteina incapaz de unir estos cofactores.

Los ésteres de forbol se unen a la enzima dejando los residuos hidrofobicos hacia afuera
de la estructura, facilitando la insercion de la PKC a la membrana celular.

La region C2 presente solo en las cPKC, es la responsable de la union al Ca®'y al
fosfolipido de membrana, fosfatidilserina (FS). Las nPKCs, si bien presentan una region
homologa al dominio C2 (C2"), carecen de los residuos de aspartato necesarios para la
union al Ca®",

El dominio catalitico presenta una region C3 que une ATP y una region C4 que
interacciona con el PS cuando la enzima estd inactiva y con los sustratos celulares
cuando esta activa.

Los dominios regulatorio y catalitico se encuentran unidos a través de una region

bisagra que le confiere flexibilidad a la enzima y permite que ambos dominios
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2. INTRODUCCION

interaccionen. Esta region es sensible a la accion de proteasas que la pueden clivar
liberando el dominio catalitico.

Los distintos miembros de la familia de PKC presentan una alta homologia,
principalmente en la region catalitica. A pesar de ello, estd demostrado que cada
isoenzima tiene distintos modos de regulacion y desencadena distintas respuestas

bioldgicas.

Dominio Regulatorio Dominio Catalitico
E. de Forbol ot
DAG FS/Ca ATP Sustrato
cPKCs (a, BL BILY) =] T Y kG
LV A S c2 v C8 C4
Pseudosustrato Bisagra
nPKCs (8,€,M,0) Ne{ —  ji B C
Cc2'
aPKCs (C, X N e— - C

Esquema 2: Estructura primaria de los distintos miembros de la familia de PKC, donde se
muestran las regiones constantes (C1-C4) del dominio regulatorio y catalitico, con las zonas de
interaccion con ésteres de forbol, con fosfatidilserina (FS), con Ca’*", con ATP y con los
sustratos especificos. Intercaladas entre estas regiones se encuentran las regiones variables.
También se encuentra sefialado el dominio inhibitorio pseudosustrato y la region de bisagra que
le otorga flexibilidad a la molécula.

2.3.3 Mecanismos de activacion de PKC

La familia de PKC puede ser activada por una amplia variedad de estimulos, como ser
factores de crecimiento, neurotransmisores y hormonas. La PKC es sintetizada como
una quinasa inactiva y procesada a la forma madura tras sufrir una transfosforilacion y
dos autofosforilaciones. En estos eventos, se encuentran involucradas varias enzimas,
entre ellas, la enzima fosfatidilinositol-3-quinasa (P13-K).

La PI3-K es un heterodimero compuesto por una subunidad regulatoria y una subunidad
catalitica de 85 y 110 kDa, respectivamente.

La PI3-K se une a través de un dominio SH2 de la subunidad regulatoria, a residuos
especificos de fosfotirosina presentes en receptores con actividad de tirosina-quinasa, lo
cual provoca la fosforilacion de la subunidad regulatoria y posteriormente la activacion

alostérica de la subunidad catalitica (Fresno Vara y col., 2004). La enzima activada
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fosforila a su vez al lipido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) para dar
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). El PIP; recluta hacia la membrana plasmatica a
la quinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDKI1), que fosforila a sus sustratos en
residuos serina y treonina.

La quinasa PDKI es la responsable de la transfosforilacion de la PKC. Luego, la PKC
sufre dos autofosforilaciones, la primera estabiliza la conformacion de la enzima y la
segunda provoca la liberacion de la PKC al citosol, por lo que seria importante para
regular la localizacion intracelular de la enzima.

La forma madura con tres fosforilaciones es todavia inactiva puesto que el PS ocupa el
dominio catalitico, pero esta lista para ser activada alostéricamente por DAG vy
fosfolipidos (Newton, 1995).

El principal activador fisiologico de PKC es el segundo mensajero DAG. Los ésteres de
forbol son activadores no fisiologicos de PKC que pueden simular la accion del DAG
dentro de las células. Tanto el DAG como los ésteres de forbol, actian como anclas
hidrofébicas que reclutan a la PKC hacia la membrana celular, aumentando
considerablemente su afinidad por la misma (Newton, 1995).

La unién del DAG a las cPKCs y nPKCs aumenta la afinidad de estas isoenzimas por la
FS, lo cual estabiliza su union a la membrana plasmatica. Dicha interaccion provoca un
cambio conformacional en la enzima que libera al dominio PS de su unién al dominio
catalitico, permitiendo de esta forma, la union a sustratos celulares para fosforilarlos.
Por lo tanto, la activacion de PKC requiere de un evento conocido como “translocacion”
de PKC a la membrana plasmatica (Nishizuka 1995). Los eventos de activacion de PKC
se encuentran representados en el Esquema 3.

El DAG producido por la acciéon de fosfolipasas especificas, y el Ca*" liberado de los
depositos intracelulares por accion del IP;, actian sinérgicamente para activar a las
cPKC. El Ca®" aumenta considerablemente la afinidad de estas isoenzimas por lipidos
cargados negativamente, lo cual implica un aumento en la afinidad de PKC por las
membranas celulares.

La estimulacién de receptores que aumentan los niveles de DAG en la membrana
provoca la translocacion rapida de PKC, que se revierte en segundos dado que la vida
media del DAG es muy corta. El mecanismo de activacion por ésteres de forbol es
similar al del DAG, pero éstos son mas potentes y metabolicamente mas estables que el
DAG, lo cual resulta en una activacion prolongada de la PKC en la célula, que conduce

a una regulacion negativa dado que la PKC es degradada por la accion de proteasas.
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Esquema 3: La PKC tras sufrir una transfosforilacion y dos autofosforilaciones es reclutada a la
membrana plasmatica (MP), en donde el DAG producido por fosfolipasas especificas aumenta
la afinidad de las cPKCs y nPKCs por fosfatidilserina (FS). En la membrana plasmatica la PKC
sufre un cambio conformacional que provoca el desplazamiento del pseudosustrato de la region
catalitica, estimulando la actividad quinasa de la enzima. En el caso de las cPKCs la activacion
de las mismas requiere a su vez de la presencia de Ca’". Al igual que las otras isoenzimas, las
aPKCs son activadas en la membrana plasmatica y aunque no requieren Ca** ni DAG para su
activacion, presentan afinidad por los fosfolipidos de membrana. RE: reticulo endoplasmico.

2.3.4 Expresion diferencial de isoenzimas de PKC y su rol en las respuestas

biolégicas

Las isoenzimas de PKC pueden fosforilar a un gran nimero de proteinas, tales como
receptores, proteinas del citoesqueleto, canales idnicos, proto-oncogenes, proteinas
nucleares, etc, participando asi en procesos celulares muy variados, tales como la
regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular, la desensibilizacion de receptores,
la remodelacion del citoesqueleto, la modulacion de canales idnicos, la regulacion de la
transcripcion y la respuesta inmune, entre otros (Newton, 1997; Mellor y Parker, 1998;
Ron y Kazanietz, 1999; Tan y Parker, 2003).

En un principio, se pens6 que la PKC mediaba estimulos proliferativos (Dicker y
Rozengurt, 1978; Zhou y col., 1993) dado que es el principal receptor intracelular de los
ésteres de forbol, los cuales actian como potentes promotores tumorales (Castagna y
col., 1982). Actualmente se piensa que la PKC se encuentra involucrada tanto en efectos

proliferativos como anti-proliferativos. Se han reportado en bibliografia evidencias que
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describen la participacion de PKC en el proceso de tumorigénesis, invasion y metastasis
(Podar y col., 2002; Qiang y col., 2005; Hans y col., 2005; Lahn y col., 2006), asi como
también estudios que sugieren que algunas isoenzimas de PKC antagonizan el proceso
tumorigénico en lugar de promoverlo (Kamimura y col., 2004; Wheeler y col., 2002).
Zhuang y col. (2001) han descripto en células de leucemia mieloide humanas, HL-60,
que las isoenzimas de PKC inhiben la apoptosis inducida por especies reactivas de
oxigeno mediante la inhibicion de la actividad de caspasa-8. Esto a su vez impide el
clivaje de Bid, la activacion de caspasa-3, y disminuye el potencial transmembrana y la
liberacion de citocromo C de la mitocondria. Adicionalmente, Leroy y col. (2005) han
encontrado una regulacion negativa, mediada por PKCC, de la apoptosis inducida por el
ligando Fas en células de linfoma T humanas, Jurkat. La isoenzima PKC{ previene la
apoptosis celular interfiriendo en la formacion del complejo de sefalizacion inductor de
apoptosis y el subsecuente procesamiento de la caspasa-8.

En cuanto a las isoenzimas clasicas a y 3, en la literatura han sido descriptos numerosos
ejemplos que sefialan a estas isoenzimas como proteinas principalmente anti-
apoptoticas. Spitaler y col. (1999) han descripto que la regulacion negativa de la
isoenzima PKCa mediante el empleo de oligonucledtidos antisentido, induce la
apoptosis de las células HeLa. También han descripto en células NIH3T3 la disminucion
de la proliferacion celular y la induccidon de la apoptosis por el bloqueo de PKCa con
inhibidores especificos. Asimismo, las células que sobreexpresan PKCo son mas
resistentes a la induccion de la apoptosis por cisplatino que aquellas que sobreexpresan
la PKCe o la PKCC. Nakajima y col. (2004) han hallado que la estimulacion de las
PKCs a y B previene la apoptosis inducida por radiacion en células de linfoma timico
murino, 3SBHS.

Las isoenzimas de PKC clasicas se encuentran asociadas principalmente a procesos
proliferativos. Asi, Isakov y col. (1992) han descripto en linfocitos T humanos
estimulados mitogénicamente con fitohemaglutinina, una induccion en los niveles de
ARN mensajero de las isoenzimas convencionales de PKC o y B, via el complejo
TCR/CD3

La isoenzima PKCe también tiene efectos anti-apoptoticos en varios tipos celulares. La
sobreexpresion de PKCe en fibroblastos resulta en la estimulacion del crecimiento

celular y en transformacion maligna (Tachado y col., 2002). En las células de cancer de
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mama MCF-7, la sobreexpresion de PKCe retraso el efecto apoptotico inducido por
TNF-o (Basu, 2002).

La isoenzima { ha sido implicada en los caminos de sefializacion que regulan la
mitogénesis y la supervivencia celular. La sobreexpresiéon de PKC{ en la linea de
células tiroideas de rata, WRT, promueve la proliferacion independiente de tirotrofina
(TSH) a través de la activacion de MAPKs (Fernandez y col., 2000). La sobreexpresion
de PKCC en células de leucemia mieloide humana, U-937 protege de la apoptosis
inducida por daunorrubicina (Bezombes y col., 2002) y su inactivacion acelera la
apoptosis de estas células sometidas a tratamiento con el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) (Filomenko y col., 2002). En linfocitos B, la PKC{ interviene en la cascada
que media el efecto protector del factor de crecimiento nervioso (NGF) contra la
apoptosis (Kronfeld y col., 2002).

Un gran numero de evidencias experimentales sefialan a la PKC3 como una isoenzima
principalmente apoptdtica. En tal sentido, Panaretakis y col. (2005) han demostrado que
la induccion de la apoptosis por doxorrubicina requiere de la activacion de la PKCd en
células linfoideas inmaduras. En las células de leucemia mieloide humana, U-937, la
translocacion de PKCS desde citosol a la mitocondria induce la liberacion de citocromo
C y provoca la apoptosis celular (Majumder y col., 2000). En esta linea celular esta
demostrado que un fragmento clivado por la caspasa-3 perteneciente a la region
catalitica de PKC9, posee actividad constitutiva de quinasa y que la sola sobreexpresion
de este fragmento es capaz de inducir apoptosis (Emoto y col., 1995; Ghayur y col.,
1996). La cinaropicrina inhibe la proliferacion celular e induce la apoptosis de células
U937 y Jurkat por induccion del clivaje proteolitico de PKCd (Cho y col., 2004). En
células HeLa, un inhibidor de PKC3J previene el clivaje de esta isoenzima y la activacion
de caspasas inducida por agentes que dafian el ADN (Basu, 2001). Kanthasamy y col.
(2003) demostraron que la activacion proteolitica de PKCS dependiente de caspasa 3 en
células dopaminérgicas PC 12 conduce a la apoptosis celular y que la funcion
proapoptotica de PKCO podria estar regulada por la sobreexpresion de la proteina
mitocondrial anti-apoptotica Bel-2.

Las isoenzimas de PKC también se encuentran involucradas en los procesos de
diferenciacion celular. Asi, células promielociticas de raton 32D que sobreexpresan
PKC a o PKC 9§ se diferencian a macroéfagos maduros cuando se incuban con ésteres de

forbol (Mischak y col., 1993).
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Esta variedad de efectos sobre la proliferacion y la sobrevida celular puede ser explicada
por la existencia de las distintas isoformas de PKC que regulan diferencialmente dichos
efectos biologicos a través de la activacion de distintas rutas de sefalizacion. Cada
isoenzima de PKC posee una especificidad de sustrato diferente, una distribucion
especifica dentro del tejido y una localizacion subcelular determinada (Blumberg y col.,
1994, Dekker y Parker 1994, Pongracz y col., 1995). A su vez, cada tipo celular expresa
un conjunto de isoenzimas de PKC caracteristico, de modo que dentro de una misma
célula la activacion con ésteres de forbol puede resultar en varios efectos simultaneos,
dependiendo de la isoenzima que se activa. Algunas isoenzimas son expresadas
practicamente en todos los tejidos mientras que otras se expresan en unos pocos, por
ejemplo, el cerebro contiene todas las isoenzimas, mientras que otros como la piel y el
musculo liso y cardiaco sélo tienen algunas. En el cerebelo se expresan las isoenzimas
PKC a, Bl y BIL, 8, € y §, pero PKC a, v, d, € y { estan en las células de Purkinje, PKC
BI esta en la capa granular y PKC BII esta en la capa de la corteza cerebelar. El hecho
que las isoformas descriptas exhiban diferentes distribucion tisular, localizacion
subcelular y propiedades bioquimicas sugiere que las isoenzimas individuales pueden
desempenar roles especializados en las funciones celulares. La mayoria de las células
expresan al menos 5 isoenzimas distintas, incluso una misma isoforma puede tener
efectos distintos dependiendo del contexto celular en el que se encuentra. Por ejemplo,
la sobreexpresion de PKCPI en la linea celular R6 de fibroblastos de rata provoca un
aumento en la proliferacion de estas células (Housey y col., 1988), mientras que en
células de cancer de colon humanas HT29 conduce a la inhibicion de la proliferacion y
supresion tumoral (Choi y col., 1990). Ademas la PKCa sobreexpresada en la linea R6
ejerce efectos opuestos a la PKCPI, disminuyendo la velocidad de proliferacion (Borner
y col., 1995). Esto sugiere que no puede existir un efecto generalizado de PKC, sino que
por el contrario, depende de la activacion diferencial de las distintas isoenzimas y del

tipo celular que se estudie.

2.3.5 Rol de las isoenzimas de PKC sobre la funcionalidad del sistema inmune

Estudios recientes realizados en ratones transgénicos y knockout para isoenzimas de

PKC indican que las isoformas individuales presentan diferentes funciones sobre el
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sistema inmune regulando los caminos de sefializacion que conducen al desarrollo,
diferenciacion, activacion y sobrevida de las células inmunes (Tan y Parker, 2003).

En timocitos se expresa predominantemente la PKCo. La sobreexpresion de esta
isoenzima induce la hiperproliferacion de las células T y una elevada produccion de IL-
2 en respuesta a la estimulacion del TCR. La expresion de PKCO esté restringida a los
linfocitos T y colocaliza con el TCR en la sinapsis inmunolodgica. Esta descripto que
PKCo actta rio arriba de PKCBO para activar a la quinasa de 1B y al NF-£B en linfocitos
T (Trushin, 2003). Evidencias experimentales con transfecciones transientes de
dominantes negativas de PKCO en células del linfoma T humano, L-MAT indican que
esta isoenzima protege a las células de la apoptosis inducida por dioxinas (Ahmed y
col., 2005).

También se ha demostrado que la PKCP interviene en la migracion de células T a través
del endotelio vascular en procesos inflamatorios. Esta isoforma es activada luego de la
interaccion de las intregrinas LFA-1 presentes en las células T y las moléculas de
adhesion ICAM-1 expresadas por el endotelio (Volkov y col., 1998, Fanning y col.,
2005). La PKCP también ha sido asociada a la sobrevida de linfocitos B mediando
sefales intracelulares desencadenadas a través de la activacion de su receptor
antigénico. Ratones knockout para la isoenzima PKCP presentaron un bajo ntimero de
c¢lulas B en el bazo con una disminuida proliferacion celular, sin embargo mostraron
una activacion normal de las células T (Tan y Parker, 2003). Estudios en ratones
knockout para PKCC indican que esta isoforma dentro del sistema inmune es especifica
para el funcionamiento de las células B (Martin, 2002). Linfocitos B que no expresan
PKC{ muestran una incrementada apoptosis espontianea y la disminucion de la
proliferacion y sobrevida en respuesta al cross-linking de IgM, mientras que las células
T y los timocitos parecen proliferar normalmente (Tan y Parker, 2003). La isoenzima
PKCA interviene en la activacion del NF-kB durante el desarrollo temprano de las
células B (Saijo y col., 2003). La isoforma PKCJ esta asociada al control de la respuesta
proliferativa de los linfocitos B y al estado de anergia en estas células. Ratones
deficientes en PKC9 presentan esplenomegalia y linfoadenopatia debido al exacerbado
aumento de células B periféricas, sin observarse anomalias en células T (Miyamoto y
col,, 2002). Estos ratones mueren prematuramente por enfermedades autoinmunes.
Aunque estos estudios sugieren que la PKCS cumple un rol como regulador negativo de

la proliferacion, atin no se conoce su mecanismo de accion.
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Varias evidencias experimentales involucran a la PKCe como un importante mediador
en la funcionalidad del macrofago. En estas células, la isoenzima PKCe interviene en la
transduccion de sefiales en el macrofago inducida por lipopolisacarido (LPS)
posiblemente a través de la induccion de la cascada de MAPK (Valledor y col., 2000).
La pérdida de PKCe no afecta la diferenciacion de monocitos a macréfagos en la
médula 6sea, ni la migracion hacia zonas de inflamacion, pero los ratones knockout para
esta isoenzima presentan reducidos niveles de 6xido nitrico, debido a una disminucion
en la expresion de la iNOS, y bajos niveles de prostaglandina E2, TNFo y IL-1p luego
de la estimulacion por LPS e IFNy. A pesar de que estos ratones aparentaban estar
sanos, tenian disminuido el periodo de sobrevida dado que eran incapaces de eliminar

las infecciones bacterianas (Tan y Parker, 2003).

2.4 La oxido nitrico sintasa

2.4.1 Clasificacion y estructura de las isoenzimas de NOS.

La biosintesis de NO en mamiferos involucra dos pasos de oxidacién por accion
catalitica de las isoenzimas de la o6xido nitrico sintasa (NOS) que transforman al
aminoacido esencial L-arginina en citrulina y NO. Las isoenzimas de NOS catalizan la
oxidacion de uno de los dos nitrogenos guanidinicos equivalentes de la L-arginina,
formando hidroxi-L-arginina que luego por clivaje oxidativo, se convierte en L-citrulina
y NO (Mansuy y Boucher, 2004). En esta reaccion se produce la oxidacion de cinco
electrones de la L-arginina, dos electrones son provistos por el NADPH para producir
hidroxi-L-arginina, seguida de una oxidacion de tres electrones del nitrogeno
hidroxilado para formar NO. La conversion de L-arginina a L-citrulina se encuentra
representada en el Esquema 4.

Para poder concretar la actividad catalitica, la NOS requiere como sustratos al oxigeno
molecular (O;) y a la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH). La
tetrahidrobiopterina (BH4) aumenta la velocidad inicial de sintesis del NO estabilizando
la enzima. Otros cofactores importantes son la flavina adenina dinucleoétido (FAD), la
flavina mononucledtido (FMN) y el grupo hemo (hierro protoporfirina 1X) (Stuehr y
col., 2004).
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Se han identificado tres isoenzimas de NOS, a saber:

1-

La NOS I o NOS neuronal (nNOS), posee un peso molecular (PM) de 160 kDa. Se
expresa constitutivamente en células neuronales tanto centrales como periféricas, y
en ciertas células epiteliales. Esta isoenzima es regulada por Ca®" y calmodulina.

La NOS II o NOS inducible (iNOS), posee un PM de 130 kDa. Se expresa en una
gran variedad de células en respuesta a diversas sefiales que actian sinérgicamente,
incluyendo citoquinas y productos microbianos. Su activacion resulta en la
produccion de grandes cantidades de NO. Esta NOS es calcio-calmodulina
independiente. La calmodulina esta presente como una subunidad fuertemente ligada
a la enzima y, a diferencia de las otras isoformas, no se requieren niveles altos de
calcio para su union con la iNOS, posiblemente debido a una interaccion irreversible
entre ambas.

La isoforma III o NOS endotelial (eNOS), posee un PM de 135 kDa. Se expresa
constitutivamente en células endoteliales, pudiendo su expresion ser incrementada
bajo ciertas condiciones como el “shear stress”. Su actividad estd modulada por

Ca** y calmodulina.

Las tres isoformas de NOS exhiben una estructura en la que se distinguen dos dominios.

El dominio oxigenasa N-terminal, que contiene los sitios de unioén para el hemo, la BHy

y la L-arginina y el dominio reductasa C-terminal, que contiene los sitios de unioén para

FAD, FMN y NADPH. Ambos dominios se encuentran unidos por el sitio de

reconocimiento de Ca*-calmodulina (Bredt y col., 1991; Alderton y col., 2001).
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Esquema 5: Estructura primaria de las distintas isoenzimas de NOS, donde se muestran los
dominios Oxigenasa y Reductasa. También se encuentra indicado para cada isoforma, los sitios
de union al sustrato, al hemo (HAEM), a Ca’"-calmodulina y los cofactores necesarios.

2.4.2 Papel fisiologico del oxido nitrico y su accion dual como agente

citoprotector o citotoxico

El 6xido nitrico (NO) es un gas biologicamente activo, producido por casi todos los
tipos celulares del organismo y que participa en muy diversos procesos, tales como la
neurotransmision, la vaso/broncodilatacion en los sistemas cardiovascular y respiratorio,
el aumento de la actividad inmune contra patdgenos invasores, el control de la
termorregulacion, la funcion renal, la motilidad gastrointestinal, la funcion endécrina,
asi como también varias funciones del sistema urogenital, como ser la secrecion de
renina, la espermatogénesis, la ovulacion, la implantacion y el parto. Debido a su bajo
peso molecular (30 Da) y a su naturaleza lipofilica, el NO difunde rapidamente a través
de las membranas lipidicas. El NO ha sido involucrado tanto en estados fisiologicos
como patologicos (Thippeswamy y col., 2006), dependiendo esto de la magnitud y de la
duracion de la sintesis de NO por las células. Asi, las acciones fisiologicas son mediadas
por pulsos de pequeias cantidades de NO, las cuales pueden aumentar los niveles de
cGMP a través de la nitrosilacion del hemo de la guanilato ciclasa, produciendo la
dilatacion de los vasos sanguineos, la desagregacion plaquetaria y la apertura y cierre de
algunos canales ionicos. Las actividades patologicas son el resultado de la produccion

sostenida de altos niveles de NO, que pueden inactivar enzimas dependientes de hierro,
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involucradas en la respiracion mitocondrial, en la produccion de energia y en la
replicacion celular. Numerosas evidencias sefialan al NO como una molécula con
acciones contrapuestas, protegiendo en ciertos casos a las células de mecanismos
apoptoticos y en otros, promoviendo la apoptosis. Este efecto dual del NO depende de
diversos factores, como ser su velocidad de sintesis y su concentracion, las isoenzimas
de NOS que lo producen, el tipo celular y el ambiente intra y extracelular en el cual el

NO es liberado (Mendes y col., 2001; Thippeswamy y col., 2006).

Particularmente en el sistema inmune, y tal como lo habiamos referido anteriormente, la
estimulaciéon de la produccion de NO derivado de macrofagos activados actua de
manera toxica participando en la defensa del huésped contra tumores y procesos
infecciosos (Stuehr y Nathan, 1989; Nathan y Hibbs, 1991). Los altos niveles de NO
producidos por la iNOS macrofagica inducen la muerte por apoptosis de una gran
variedad de células (Albina y col, 1993; Bonham y col, 1996) y se ha propuesto que
altera las respuestas antigénicas y mitogénicas de linfocitos T como B (Hoffman y col,
1993). Evidencias recientes, sin embargo, sefialan que los mismos linfocitos pueden
producir bajos niveles de NO de forma autocrina que pueden modular diversos eventos
celulares (Liew, 1995). Asi, Taylor-Robinson y col. (1994) han demostrado que clones
murinos de linfocitos T activados por el antigeno especifico, pueden incrementar los
niveles de NO a través de la expresion de iNOS. Otros estudios han demostrado la
deteccion de la eNOS en células T humanas (Reiling y col, 1996; Sciorati y col, 1997),
mientras que Williams y col (1998) demostraron que la activacion del TCR induce la
produccion de NO a través de la expresion de la isoforma neuronal de la NOS.
Adicionalmente, varios estimulos diferentes pueden activar el camino de sefalizacion
del NO en lineas celulares de linfomas T y B a través de las isoformas inducible
(Mannick y col, 1994) y endotelial (Murphy y col, 2001) de la NOS. Como puede
deducirse de las evidencias experimentales, el papel que las isoenzimas individuales

juegan a nivel linfocitario no ha sido completamente esclarecido.

El NO cumple un importante rol en el control de la apoptosis en varios tipos celulares,
incluyendo células tumorales. En muchos tumores humanos y experimentales, el NO
derivado del tumor parece estimular su progresion e inclusive la formacion de

metastasis, ya que aumenta la capacidad invasiva, angiogénica y migratoria de las
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células tumorales. Sin embargo en otros casos se han reportado efectos opuestos,
llevando la sobreproduccion de NO, al arresto del ciclo celular y a la apoptosis. Estas
discrepancias podrian ser explicadas por diferentes susceptibilidades de las células
tumorales a la apoptosis mediada por NO o al posible surgimiento de clones resistentes
o inclusive dependientes de NO. La resistencia al NO podria estar mediada por la
inactivacion de p53 y por la regulacion negativa de la ciclooxigenasa-2 y de la proteina
de shock térmico-70 (Jadeski y col., 2002).

La apoptosis es un importante factor bioldgico que se da en bajo grado en los linfomas,
siendo el NO en algunos casos, capaz de prevenir o promover dicho proceso. En varios
tumores malignos se ha demostrado la expresion de NOS y se ha asociado el incremento
en la sintesis de NO con una alta tasa proliferativa. En tal sentido, Mendes y col., (2001)
han encontrado en células del linfoma B no-Hodgkin NHL, la expresion de las
isoenzimas neuronal e inducible de NOS. Por otro lado, Reveneau y col. (1999), han
descripto que una alta actividad de iNOS inducida por el tratamiento con citoquinas en
células cancerosas de pulmén humanas, MCF-7, 1levo a la inhibicion de la proliferacion
celular.

El NO producido por macrofagos a través de la iNOS, actiia como un mediador de los
efectos citostaticos y citotoxicos del mismo (Reveneau y col., 1999), sin embargo la
neovascularizacion, un paso esencial para la progresion tumoral y el desarrollo de
metastasis, puede ser modulada por la presencia de macréfagos en el microambiente
tumoral. Asi, Davel y col. (2002), han descripto que los macréfagos peritoneales de
animales portadores de tumores LMM3 potenciaron in vivo la angiogénesis y el
crecimiento tumoral por la accion de la NOS.

Oates y Gilkeson (2004) han descripto en un modelo murino de lupus eritematoso
sistémico con expresion defectiva del receptor Fas, la apoptosis espontanea de linfocitos
en el bazo, provocada por la sobreproduccion de NO. Ensayos de administracion in vitro

de NO mostraron una reduccion en la actividad de PKC y la induccion de la apoptosis.

2.5 Asociacion entre las actividades de PKC y NOS

Numerosas evidencias sefialan la existencia de una estrecha relacidn entre las
actividades de PKC y NOS hallada en distintos tipos celulares incluyendo células

tumorales (Hirose y col., 2001; Sodhi y Biswas, 2002; Poljakovic y col., 2003). Asi,
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Dixit y col. (2003), encontraron en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
que la estimulacion por leptina induce la secrecion de la hormona de crecimiento por un
mecanismo que involucra la activacion de PKC y NOS.

Paul y col. (1997) han descripto en macréfagos murinos RAW 264.7, la estimulacion de
la expresion de iNOS por LPS solo o en combinacion con IFNY. Dicha induccion fue
inhibida un 20-30% por el tratamiento cronico con PMA que regula negativamente la
expresion de las isoformas de PKC a, B y € en éstas células, demostrando que la
activacion de determinadas isoenzimas de PKC es necesaria para la induccion de iNOS.
En células mesangiales de rata se ha descripto un aumento de iNOS relacionado con la
sobreexpresion de la isoforma { de PKC (Miller y col., 1997).

La PKCe ha sido involucrada en la activacion de macrofagos durante la defensa contra
infecciones bacterianas. Los macrofagos de animales knockout para PKCe presentaban
una respuesta atenuada a LPS e IFNY, caracterizada por la reduccion de la produccion de
NO, TNFa e IL-1P y mostraron una disminucion en la activacion de la quinasa de IkB y
en la translocacion nuclear del factor NFkB, lo cual provocéd deficiencias en la
induccion de iNOS (Castrillo y col., 2001).

En macrofagos, la expresion del ARNm de iNOS inducida por LPS o citoquinas es
dependiente de la activacion de NFk-B y de AP-1, lo cual es regulado en parte por PKC.
El LPS regula negativamente a la isoenzima PKCS9, la cual reprime la expresion de
iNOS, e induce la regulacion positiva de las MEKK/MAP quinasas, la actividad oxidasa
de NADPH y la formacion de radicales libres de oxigeno necesarios para la activacion
de NFk-B y AP-1. Greenberg y col. (1998) han demostrado que el etanol inhibe la
induccion de iNOS por LPS previniendo la disminucion de PKCS por interferir con el

proceso de fosforilacion involucrado en la activacion de NF-kB y AP-1.

2.6  Elrol del factor de transcripcion NF-xB

El factor nuclear de transcripcion kappa B (NF-kB) fue identificado en 1986 como un
factor nuclear que regulaba la expresion del gen de la cadena liviana (k) de las
inmunoglobulinas. En la actualidad se conoce que numerosos genes se encuentran bajo
su control, como ser proteinas asociadas a procesos proliferativos, inhibidores de la

apoptosis, mediadores de la respuesta inmune, citoquinas, moléculas de adhesion, etc.
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Diversos estimulos pueden activar al NF-kB, entre ellos, TNFa, IL-1p, LPS,
infecciones virales, condiciones de estrés, etc.

El NF-kB comprende un grupo de proteinas diméricas, las cuales estin compuestas por
varias combinaciones de miembros de la familia de proteinas NF-kB/Rel. En mamiferos
hay al menos 5 miembros de esta familia de proteinas a saber, NF-kB1 (p50 y su
precursor p105), NF-kB2 (p52 y su precursor p100), c-Rel, RelA (p65) y RelB.

Todos los miembros de la familia NF-kB/Rel contienen un dominio de homologia Rel
responsable de la dimerizacion, de la localizacion nuclear y de la uniéon al ADN.

Los miembros de la familia NF-«xB son sintetizados como productos precursores (p105,
NF-kB1 y p100, NF-kB2) y luego procesados a la forma madura p50 (NF-kB1) y p52
(NF-xB2). Estas proteinas contribuyen a la especificidad de union al ADN y a la
regulacion transcripcional, a pesar de que ellas por si mismas no presentan dominios de
activacion transcripcional. Las proteinas RelA (p65), RelB y c-Rel presentan regiones
de activacion transcripcional y solo los dimeros que contienen estas proteinas son
potenciales activadores de la transcripcion. Homodimeros compuestos por las
subunidades de NF-kB1 (p50) no pueden activar la transcripcion e incluso podrian
actuar como represores dado que se unen al ADN. El dimero mas abundante en
mamiferos es pS0/p65.

Bajo condiciones de quiescencia celular, los miembros de la familia NF-xB/Rel son
secuestrados en el citoplasma en un estado inactivo a través de la interaccion con
miembros de la familia IkB, (IkB-a ¢ IKB-f3, IkB-y, IkB-¢), Bcl-3 y de los precursores
de NF-kB, pl105 y p100. Dicha interaccion enmascara la secuencia de localizacion
nuclear, lo cual impide la translocacion del NF-kB al ntcleo. El evento de translocacion
ocurre cuando el NF-kB/Rel se libera de su inhibidor IkB. Para ello IxB-o debe ser
fosforilado por el complejo quinasa IKK en los residuos serina 32 y 36, fosforilacion
que provoca que el inhibidor se poliubiquitine y sea degradado en el proteosoma 26S.
Los eventos de sefalizacion que conducen a la activacion del factor NF-kB se

encuentran indicados en ¢l Esquema 6.

La regulacion de la transcripcion del NF-kB por IKB provee un mecanismo para limitar
su propia actividad (Rabson y Weissmann, 2005). Los caminos de sefializacion del NF-
kB cumplen un rol critico en una gran variedad de procesos fisiologicos y patologicos.

La inapropiada regulacion de la actividad del NF-kB puede conducir a enfermedades
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neurodegenerativas, cancer, artritis, asma, y enfermedades inflamatorias. El NF-kB es
capaz de promover la sobrevida celular a través de la induccion de genes cuyos
productos inhiben a los componentes de la maquinaria apoptética en células normales y
cancerosas. Particularmente, en células linfoideas la inapropiada activacion del NF-xB
resulta en la continua estimulacién de la proliferacion e inhibicion de la muerte celular
(Rabson y Weissmann, 2005). En varios tejidos sin embargo se ha descripto también su
participacion como inductor de procesos apototicos (Perkins, 2004; Aggarwal y Takada,
2005).
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Esquema 6: El factor NF-kB en estado inactivo se encuentra retenido en el citoplasma por su
inhibidor IkB, el cual al ser fosforilado, se poliubiquitina y luego es degradado liberando al NF-

kB. De esta forma el factor de transcripcion puede translocar al nucleo y ejercer su funcion
sobre genes especificos.
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2.7 Hormonas tiroideas

2.7.1 Sintesis y regulacion

La sintesis y la secrecion de HTs esta regulada por un sistema de retroalimentacion
negativo que involucra al hipotdlamo, la pituitaria y la glandula tiroidea. La hormona
liberadora de tirotrofina (TRH) es un tripéptido sintetizado por el hipotalamo que induce
en células de la pituitaria la secrecion de la hormona tirotrofina (TSH). Las secreciones
de TRH y TSH son reguladas negativamente por HTs. La TSH unida a su receptor
especifico estimula a una variedad de genes tiroideos incluyendo el simporter Na'/
[~ (NIS), la tiroglobulina (Tg) y la peroxidasa tiroidea (TPO), los productos de estos
genes promueven la sintesis de THs.

Las HTs, 3 3' 5-Triiodo-L-Tironina (T3) y L-Tiroxina (T4) son sintetizadas en la
glandula tiroidea. El iodo es activamente transportado y concentrado en la tiroides por el
NIS, oxidado por la TPO e incorporado al residuo tirosina de la Tg. Esta iodinacién
conduce a especies mono y di-iodadas que son acopladas enzimaticamente para formar
T4 y T3. La mayor liberacion de HTs se da en la forma de T4, la concentracion de T4
en suero es 40 veces mayor que la de T3 (90 vs 2 nM), pero so6lo el 0.03% de T4 y 0.3%
de T3 en suero estd como forma libre, siendo éstas las que pueden entrar en la célula y
ejercer los efectos bioldgicos. El resto de las HTs en suero se encuentran unidas a
proteinas transportadoras.

El camino principal para la produccion de T3 es a través de la 5’-deiodinacion del anillo
externo de la T4 por deiodinasas. La deiodinasa de tipo [ se encuentra en tejidos
periféricos como el higado y el rifion y es responsable de la conversion de la mayor
parte de T4 a T3 en circulacion. La deiodinasa de tipo II se encuentra en cerebro,
pituitaria y tejido adiposo y tiene como funcién la conversion de T4 a T3 para uso

intracelular (Yen, 2001).

2.7.2 Mecanismos de accion de las hormonas tiroideas

Las HTs ejercen un importante rol en la diferenciacion, el crecimiento y el metabolismo
(Yen, 2001). Las primeras evidencias acerca de la funcion de las HTs (Tata y col., 1960)

sugerian que estas podrian estar involucradas en la regulacion transcripcional de genes.
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El modelo clasico de accion gendémica de las HTs involucra la unién de éstas a
receptores nucleares (TRs). Dichos TRs, considerados como factores de transcripcion
regulables por ligando, unen HTs con alta afinidad y especificidad provocando un
cambio conformacional que resulta en el intercambio de cofactores y proteinas
accesorias. En el ntcleo, el complejo HT-TR se une al ADN en secuencias denominadas
elementos de respuesta a THs (TRE) existentes en las regiones promotoras de genes
especificos. La union de estos complejos provoca la modificacion de la cromatina y la
regulacion de la transcripcion genética (Aranda y Pascual, 2001; Yen, 2001). La
formacion del complejo HT-TR-TRE es el primer paso critico para la regulacion
positiva o negativa de dichos genes con la consecuente regulacion de la sintesis proteica.
Estos efectos gendmicos generan respuestas biologicas que llevan desde horas a dias
(Yen, 2001).

El estado de fosforilacion del TR podria modular positivamente la unioén del complejo
HT-TR a las secuencias TRE del ADN. Varias evidencias experimentales indican que
las HTs podrian inducir la fosforilacion de su receptor en sitios especificos. En tal
sentido, Davis y col. (2000) han demostrado que la T4 promueve la asociacion entre la
proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) y el TR, causando su fosforilacion en
residuos de serina especificos.

Leitman y col., (1996) han encontrado que la transcripcion mediada por T3 es
potenciada por la estimulacion de las vias de sefializacion a través de PKA, sugiriendo
una modulacion de la actividad transcripcional del TR a través de multiples caminos que
involucran a quinasas.

Si bien la mayoria de los efectos de la T3 estan mediados por la accion de su receptor
sobre la transcripcion de genes especificos, en la actualidad se conoce que las HTs
ejercen ademas acciones rapidas, es decir que se producen en solo pocos minutos.
Dichos efectos no son afectados por inhibidores de la transcripcion y traduccion, lo cual
es incompatible con un modelo de accion gendémica (Losel y Wehling, 2003, Bassett y
col., 2003). Las acciones no gendomicas de las HTs han sido descriptas en numerosos
tejidos y tipos celulares, incluyendo tejido adiposo, corazéon y glandula pituitaria. Los
sitios de acciéon no gendémica de las HTs han sido localizados en la membrana
plasmatica, en el citoplasma y en organelas celulares. Las acciones no gendmicas
incluyen la regulacion de canales ionicos, la fosforilacion oxidativa, la transcripcion de
genes mitocondriales, la activacion de la fosfolipasa C (PLC) que conduce a la

generacion de segundos mensajeros intracelulares, como asi también, el aumento de
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Ca’" intracelular y de AMP ciclico y la activaciéon de la cascada de sefializacion de
proteinas quinasas (Bassett y col., 2003, Losel y Wehling, 2003).

Las HTs pueden ingresar a la célula y atravesar la membrana nuclear por difusion pasiva
dada sus caracteristicas lipofilicas. Sin embargo existen evidencias de la existencia de
transportes facilitados y sitios de union de alta afinidad por HTs en la membrana
plasmatica de diferentes células. Asi, Friesema y col. (1999) han reportado que el
ingreso de las HTs y sus metabolitos a hepatocitos estaria mediado por las proteinas
transportadoras de aniones organicos Ntcp y oatpl. Asimismo, varias evidencias
sugieren que las acciones no gendmicas de HTs, podrian ser mediadas por isoformas de
receptores nucleares clasicos asociados a la membrana plasmatica o bien por otros tipos
de receptores de membrana de alta afinidad para HTs (Bassett y col., 2003). Davis y
col., (2006) han postulado la existencia de efectos genomicos y no gendmicos de las
HTs que actuarian en forma cooperativa para la activacion de la cascada de las MAPK.
La T4 parece ejercer acciones que son independientes de su entrada a la célula y
postulan a la integrina aV[33, presente en la membrana plasmatica, como la molécula
receptora de T4 a través de la cual se transducen sefiales que pueden modular el trafico
intracelular de proteinas y la actividad de los canales idnicos en la membrana

plasmatica.

2.7.3 Interaccion entre el sistema inmune y el eje tiroideo

Una serie de evidencias experimentales sefialan que las hormonas tiroideas son capaces
de ejercer el control neuroenddcrino de la funcion linfocitaria. Los primeros hallazgos
sobre la modulacién de la funcién inmune por HTs se basaron principalmente en la
existencia de receptores para dichas hormonas en linfocitos normales y células
linfoblasticas y en las alteraciones del sistema inmune encontradas durante el curso de
fluctuaciones fisiologicas y patologicas de HTs (Fabris y col., 1995).

También se ha demostrado la existencia de una comunicacion bidireccional entre el
sistema inmune y el eje tiroideo. En tal sentido, Klecha y col. (2000) han comprobado
que los niveles de HTs se incrementan luego de una inmunizacion alogeneica.
Asimismo, el tratamiento in vivo con T4 aumenta el titulo de aloanticuerpos durante los

primeros estadios de la aloinmunizacion. Contrariamente la disminucion de los niveles
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de HTs por el tratamiento con el agente anti-tiroideo propiltiouracilo, modula
negativamente la respuesta aloinmune humoral y celular.

Estan claramente descriptos los efectos del hipotiroidismo sobre el sistema
inmunologico. Asi, se ha descripto que en condiciones de hipotiroidismo experimental
se produce la involucion del bazo y de los nddulos linfaticos, asi como también la
depresion de la respuesta inmune humoral y celular (Chatterjee y Chandel, 1983; Ohashi
y Itoh, 1994; Klecha y col., 2000). También, Schoenfeld y col. (1995) han descripto en
humanos con hipotiroidismo severo la supresion de la respuesta inmune celular, que es
revertida por la terapia de reemplazo hormonal.

Sin embargo, existen resultados contradictorios sobre los efectos del hipertiroidismo en
la inmunidad humoral y celular. Ha sido descripto tanto el incremento como la
supresion de la respuesta inmune humoral primaria (Fabris y col., 1995; Klecha y col.,
2000) y de la proliferacion linfocitaria T y B (Chatterjee y Chandel, 1983; Klecha y col.,
2000). Estos datos contradictorios podrian reflejar diferencias entre las especies
estudiadas, del tratamiento hormonal realizado y/o de los niveles hormonales de cada
componente de eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides. De hecho en estos estudio
mencionados no se ha realizado un estudio integrativo que relacione los niveles de los
mencionados componentes con los efectos sobre la funcionalidad linfocitaria.
Recientemente, Klecha y col (2006) trabajando con modelos murinos de hipo e
hipertiroidismo realizaron un estudio completo de todas las hormonas del eje y
demostraron la modulacion positiva de las HTs sobre la proliferacion celular inducida

por mitogenos, relacionada con la actividad de PKC.

Adicionalmente, el andlisis del desarrollo y la funcion linfocitaria en ratones con
defectos genéticos en la expresion de HTs o de sus receptores, sugieren que estas
hormonas no serian indispensables para el desarrollo de una respuesta inmune normal.
Foster y col. (2000) han demostrado que ratones con defectos en genes que codifican
para varias hormonas anabdlicas (incluyendo las HTs) o en ratones knockout para dichas
hormonas presentan una respuesta inmune humoral y celular normal.

Sin embargo, varias evidencias confirman la hipdtesis de que las HTs estan
involucradas en el mantenimiento de la homedstasis del sistema inmune en respuesta a
cambios ambientales o a la inmunosupresion mediada por el estrés (Davis, 1998;

Dorshkind y Horseman, 2000 y 2001).
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Ademas, a pesar de que los estudios realizados en ratones knockout han demostrado que
la deficiencia de HTs no es incompatible con la vida (aunque todos estos animales
requieren ser mantenidos en flujos laminares, en condiciones de esterilidad microbiana),
algunos efectos sobre los tejidos periféricos fueron mas leves que los observados en el
hipotiroidismo congénito (Yen, 2001). Estas evidencias hacen que resulte indispensable
estudiar el efecto directo que tiene las HTs sobre la actividad de las células que

participan en las respuestas inmunologicas.

2.7.4 Participacion del eje tiroideo en procesos neoplasicos

Existe un gran numero de evidencias que sugieren la modulacion por hormonas tiroideas
de multiples mecanismos dependientes de procesos neoplasicos (Hercbergs, 1996).

Se han sugerido alteraciones en el eje tiroideo durante el curso de enfermedades
neoplasicas, pero también se ha analizado la accién de las hormonas tiroideas en el
desarrollo o crecimiento tumoral. Los resultados hasta la fecha no son concluyentes. En
este sentido, Franklyn y col. (1999) han demostrado una menor o mayor incidencia de
cancer en pacientes hipertiroideos o hipotiroideos respectivamente, respecto de los
valores correspondientes a sujetos eutiroideos, probablemente relacionada con el
aumento de la funcion inmunolégica del huésped ejercido por las HTs, las que
facilitarian la resistencia tumoral. Pero también se ha descripto una menor incidencia y
mortalidad en pacientes tratados con radioiodo por su hipertiroidismo.

Por otra parte, con respecto al crecimiento tumoral, se ha visto que este se exacerba en
individuos hipertiroideos mientras que en los hipotiroideos se enlentece. Asi por
ejemplo, en ratones hipotiroideos se inhibi6 el crecimiento local y metastasico de lineas
de hepatomas, mientras que el estado hipertiroideo acelera el crecimiento del hepatoma
de Morris en ratas y el de dos fibrosarcomas en raton (Hercbergs, 1996). También se
comprobd que el crecimiento de tumores humanos de prostata y pulmonar estd
enlentecido en ratones atimicos o tratados con propiltiouracilo. Este efecto fue revertido
por el tratamiento con T3 (Theodossiou y col., 1999).

Se ha demostrado in vitro, un incremento del crecimiento de una linea celular leucémica
por accion de T3 (Brtko y col., 1992). Sin embargo, el tratamiento créonico con T4

indujo la apoptosis de linfocitos normales y tumorales (Mihara y col., 1999).
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En concordancia con esto, varias evidencias indican que el cancer puede ocasionalmente
permanecer en estadio “dormido” por tiempos prolongados y que la normalizacion del
estado tiroideo mediante la terapia de reemplazo hormonal conduce a la reactivacion de
la enfermedad (Theodossiou y Schwarzenberge, 2000). Asimismo, el hipotiroidismo
clinico ha sido asociado con una mayor sobrevida en varios tipos de procesos malignos
aunque los mecanismos involucrados son desconocidos (Toms y col., 1998). Hercbergs
(1999) ha sugerido que el estado hipotiroideo, incrementaria la predisposicion de los
neoplasmas a la regresion, tanto espontanea como inducida por terapia, a través de un
mecanismo apoptotico. Otro posible mecanismo implicado en los efectos inhibitorios
del hipotiroidismo sobre el crecimiento tumoral, seria el arresto celular en G1 causado
por la induccion de p21, conocido inhibidor de ciclina quinasas (Toms y col., 1998). En
base a esto, se ha propuesto recientemente como coadyuvante, el uso del propiltiouracilo
en pacientes oncologicos, asociado a las terapias clasicas (Theodossiou y
Schwarzenberger, 2000).

Con respecto a las alteraciones inducidas en el eje tiroideo durante el curso de la
enfermedad neoplasica, se ha descripto la disminucion de los niveles séricos de
hormonas tiroideas en animales singeneicos transplantados con linfomas (Besedovsky y
col.,, 1989). También existe una correlacion positiva entre el cancer de mama y el
desarrollo de alteraciones tiroideas de origen autoinmune (Giani y col., 1996).

Teniendo en cuenta estas evidencias, se puede deducir la existencia de un fenémeno
bidireccional en el que los niveles de hormonas tiroideas pueden afectar el balance entre
la proliferacion y la muerte de las células tumorales y por otro lado, el tumor puede

afectar la funcion tiroidea.
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3.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Es importante el control que ejerce el sistema neuroendocrino sobre la funcionalidad
linfocitaria y su potencial implicancia en estados patologicos. Las hormonas tiroideas,
por su parte, ejercen importantes efectos sobre el desarrollo, el crecimiento y el
metabolismo y son capaces de regular las respuestas inmunolégicas. La hipotesis de
trabajo de esta Tesis es que las hormonas tiroideas regulan el balance entre la
proliferacion y la apoptosis celular de linfocitos T normales y tumorales, involucrando
diferentes sefales de transduccion que incluirian la activacion de isoenzimas especificas

de PKC y de NOS, senales cruciales en estos eventos celulares.

3.2 OBJETIVOS GENERALES

Para la validacion de la hipotesis propuesta, este trabajo tiene como objetivo general:

3.2.1 Analizar comparativamente en linfocitos T normales y células del linfoma T
murino BW 5147 (BW) los eventos bioquimicos involucrados en la proliferacion
linfocitaria, estudiando en particular la participacion de las isoenzimas de PKC y
de NOS, a fin de establecer diferencias en las cascadas de sefalizacion implicadas
en la modulacion de la respuesta proliferativa de ambos tipos celulares y el grado

de participacion en el establecimiento y/o evolucion de los procesos tumorales.

3.2.2 Estudiar la accion de las hormonas tiroideas sobre la modulacion de las respuestas
proliferativa y apoptotica en los tipos celulares mencionados, analizando su efecto
sobre la actividad y expresion de las enzimas implicadas en los caminos de

sefializacion participantes.
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3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos propuestos son los siguientes:

3.3.1 Caracterizar los eventos bioquimicos implicados en la proliferacion de linfocitos T

normales y de células del linfoma T murino BW, para lo cual se procedera a:

3.3.1.1 Estudiar la cinética de proliferacion de linfocitos T normales y de células
de la linea BW 5147.

3.3.1.2 Estudiar la actividad enzimatica de PKC y su participacion en las
respuestas proliferativas de ambos tipos celulares.

3.3.1.3 Analizar la expresion proteica y genodmica de isoenzimas de PKC en
linfocitos T normales y en células BW 5147

3.3.1.4 Evaluar la actividad enzimatica de NOS y su participacion en la
proliferacion de ambos tipos celulares.

3.3.1.5 Analizar la expresion proteica y gendomica de las isoformas de NOS

3.3.1.6 Estudiar la interrelacion entre la actividad enziméatica de PKC y de NOS, a

fin de establecer si participan de la misma cascada de sefializacion.

3.3.2 Estudiar la modulacion ejercida por las HTs sobre la respuesta proliferativa de
linfocitos T normales y células BW, asi como también sobre los intermediarios

enzimaticos involucrados, para lo cual se propone:

3.3.2.1 Evaluar el efecto de las HTs sobre la proliferacion y/o apoptosis de
células T normales y tumorales a diferentes tiempos de cultivo.

3.3.2.2 Evaluar la participacion de las actividades enzimaticas de PKC y NOS en
la modulacion de la respuesta proliferativa mediada por HTs y analizar el
efecto de dichas hormonas sobre ambas actividades enzimaticas.

3.3.2.3 Analizar el efecto de las HTs sobre el patron de expresion proteico y
gendmico de isoenzimas de PKC y NOS a diferentes tiempos de cultivo.

3.3.2.4 Evaluar la participacion de intermediarios enzimaticos involucrados en la
cascada de sefalizacion activada por HTs que actuan rio arriba o rio

abajo de PKC y NOS.
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4.1 Suspensiones celulares y condiciones de cultivo

La linea celular murina BW5147, gentilmente donada por la Dra. A. Schimpl (Institute
fur Virologie und Immunobiologie, Univesitat Wiirzburg, Alemania), es un linfoma T,
CD3" que expresa el receptor de células T . Estos marcadores de superficie fueron
testeados rutinariamente por citometria de flujo con los anticuerpos correspondientes.
Las células fueron cultivadas en una concentracion optima de 1-5x10° células/ml en
medio RPMI 1640 (GIBCO BRL) suplementado con 10% de SFB, 2mM de glutamina,
100 pg/ml de penicilina y 150 pg/ml de estreptomicina. El medio de cultivo fue
renovado diariamente una vez que las células alcanzaron el crecimiento exponencial.
Cuando se indica en los resultados, también se emplearon células BW 5147
sincronizadas o quiescentes por deprivacion del SFB en el medio de cultivo durante
24 hs.

Para las células normales, se obtuvieron asépticamente suspensiones celulares a partir de
ganglios linfaticos de ratones hembra de la cepa BALB/c (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, INTA). Cabe sefalar que los animales fueron utilizados entre
los 60 a 90 dias de edad. Brevemente, los oOrganos linfaticos fueron removidos y
disgregados a través de un filtro de metal de 1mm. Las células fueron lavadas y
resuspendidas en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2
mM glutamina y antibidticos. Para la obtencion de poblaciones enriquecidas de células
T, las suspensiones celulares fueron pasadas por columnas de lana de nylon segin
protocolos descriptos previamente (Cazaux y col., 1995). Mediante este procedimiento
se obtuvo una pureza mayor al 97%, chequeada por inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpos anti-CD3. La viabilidad celular fue estimada mediante el colorante de
exclusion Azul Tripan. Los linfocitos T normales (1 x 10° células/ml) fueron
estimulados in vitro con Concanavalina A (Con A, SIGMA Chemical Co) 2pg/ml, una
lectina mitogénica selectiva para poblaciones T, en medio RPMI 1640 suplementado

como fuera indicado anteriormente.

Ambos tipos celulares fueron cultivados en microplacas de 96 pocillos de fondo plano
(Nunc™) o fueron mantenidos como macrocultivos en frascos de cultivo T-25 o T-75
(Corning, NY) para los ensayos enzimaticos, para la obtencion de extractos celulares

para los ensayos de Western blot o para la extraccion de ARN.
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En ambos casos las células fueron cultivadas por diferentes tiempos en presencia o
ausencia de hormonas tiroideas, 3 3' 5-Triiodo-L-Tironina (T3) y L-Tiroxina T4
(SIGMA Chemical Co) las que fueron adicionadas al comienzo del cultivo en los
experimentos indicados

Para evitar la influencia de las hormonas presentes en el SFB también se realizaron
cultivos en un medio libre de suero pero enriquecido en su contenido proteico, a saber,
el medio HyQ® CCM1 (HyQ, HyClone Co) frecuentemente empleado para el cultivo
de hibridomas y apto también para el cultivo de linfomas. Para el cultivo de la linea
BW, las células fueron adaptadas al medio sin suero por el método de inmersion,
mientras que en el caso de la estimulacion mitogénica de linfocitos T normales, las
células purificadas fueron resuspendidas directamente en este medio y se siguieron los
pasos ya descriptos para el medio de cultivo suplementado con SFB. Los niveles de T3
y T4 en el SFB fueron determinados por un kit comercial de RIA (Diagnostic Products
Corporation) y dieron los valores de 117.3 £ 124 ng/dl y 8.0 = 1.0 pg/dl,
respectivamente.

Para la evaluacion de la accion de diversos inhibidores farmacologicos (ver detalle de
los mismos en el item 4.3) éstos fueron agregados al comienzo del cultivo celular y 90

minutos previo a la adicion de las hormonas tiroideas.

4.1 Ensayos de proliferaciéon

La proliferacion fue evaluada en microplacas de cultivo de 96 pocillos y también se
realizaron controles en alicuotas de 0.2 ml de los macrocultivos establecidos para los
ensayos enzimaticos. Las células fueron pulsadas con [*H]-timidina ([*H]-TdR, NEN, 20
Ci/mmol) durante las ultimas 6 horas de incubacion de los cultivos (Cazaux y col.,
1995). Los resultados se expresaron como los valores de dpm obtenidos en las diferentes
condiciones experimentales a los que se les sustrajo el correspondiente valor de dpm
control obtenido con las células BW sincronizadas. El porcentaje de inhibicion (% de

inh) para los cultivos realizados en presencia de inhibidores fue calculado como:

% inh = [1 — dpm cel BW en presencia del inhibidor — dpm control ] x 100

dpm cel BW en ausencia del inhibidor — dpm control
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Para los linfocitos T normales estimulados con Con A los cultivos fueron pulsados con
[*H]-TdR como se indicé para las BW por un periodo de 16 horas y se emplearon como
controles cultivos de células no estimuladas. La accién de los inhibidores sobre las

células T estimuladas con Con A fue evaluada como se indico para las células BW.

4. 3 Inhibidores empleados

Las siguientes drogas fueron usadas en los cultivos celulares a las concentraciones
finales indicadas en la seccion de resultados: los inhibidores de PKC, a saber la
staurosporina 'y el inhibidor selectivo (bisindolil-maleimida) GF-109203X; el
bloqueante de fosfolipasa C (PLC), 2-nitro-4-carboxifenil-N,N-difenilcarbamato
(NCDC); el inhibidor de tirosina-quinasas (TPK), genisteina; el bloqueante irreversible
de NOS y de oxidasas de NADPH, el difenileneiodonio (DPI); el bloqueante de Ca**
intracelular BAPTA-AM y el extracelular verapamil y el inhibidor de Ia
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3-K), la wortmanina. Todos estos inhibidores fueron
adquiridos en SIGMA Chemical Co y fueron disueltas en dimetilsulféxido (DMSO).

También se emplearon: el inhibidor no selectivo y competitivo de NOS N°-monometil-
L-arginina monoacetato (L-NMMA) (RBI, USA); los inhibidores selectivos de iNOS, la
aminoguanidina (AG) y la S-metilisotiourea (SMT); el inhibidor de arginasas L-valina;
el pseudosubstrato permeable miristoilado de PKCC (Ps-Myr PKCU); el bloqueante de la
actividad del NF-xB, la sulfasalazina y el bloqueante extracelular de Ca®" verapamil
(todos ellos de SIGMA Chemical Co) los que fueron disueltos en buffer fosfato salino
(PBS). Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas en el momento de usar. Las
drogas disueltas en DMSO fueron diluidas 1/1000 o mas en medio RPMI 1640 para

alcanzar las concentraciones indicadas en Resultados.

4.4 Determinacion de la actividad enzimatica de PKC
Las células BW sincronizadas (0.5 x 107 células/muestra) fueron re-cultivadas por

diferentes tiempos en medio rico con SFB, en ausencia o presencia de las HTs y fueron

inmediatamente congeladas en N, liquido. Las células T normales en reposo o
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estimuladas con Con A (1 x 107 células/muestra) fueron incubadas solas o en presencia
de HTs por los tiempos indicados y procesadas como las células tumorales. La PKC fue
purificada de los extractos totales o de las fracciones citosdlica y particulada como fuera
descripto previamente (Genaro y Bosca, 1993) y su actividad fue determinada a través
de la fosforilacion de histona H; (H1) en presencia del [7-32P]ATP (NEN) con la
consiguiente incorporacion de 32P a la misma. Las incubaciones fueron realizadas en un
volumen final de 85 ul a 30° C por 30 min. En la mezcla final, el ensayo contenia 25
UM ATP (0.4 uCi), 10 mM acetato de Mg, 5 mM B-mercaptoetanol, 50 g de histona
H;, 20 mM HEPES, pH=7.5, 10 pg/ml de vesiculas de fosfatidilserina. Estas
mediciones fueron realizadas en ausencia o presencia de 0.2 mM de CaCl,. La
incorporacion de [*2P]-fosfato a la histona fue lineal hasta los 30 minutos. La reaccion
fue detenida por el agregado de 2 ml de acido tricloroacético al 5% con 10 mM de
H3;PO4 y luego de la filtracion, la radioactividad retenida en filtros de fibra de vidrio
Whatmann GF/C fue cuantificada en un contador de centelleo liquido. La actividad de
PKC fue determinada luego de sustraer a la actividad total, la correspondiente a la
incorporacién de **P a la HI en ausencia de Ca®"y fosfolipidos. Los datos fueron
expresados como pmol de fosfato incorporado al sustrato por minuto y por 107 células
(pmol/min x 107 cel).

En algunos experimentos también se empleo el sustrato selectivo de PKC, el MBP[4-14]
(GIBCO BRL) (Yasuda y col., 1990) o alternativamente se utilizo6 el sistema de ensayo
para medir actividad de PKC comercial (Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo a
las recomendaciones de sus proveedores. En este Gltimo caso el contenido de PKC en
las muestras fue calculado por interpolacion de la velocidad de fosforilacion (pmol/min)
de las muestras, en una curva dosis-respuesta obtenida con PKC purificada de cerebro
de rata. La velocidad de fosforilacion tuvo un rango lineal hasta una concentracion de

PKC agregada de 10 ng/tubo.

4.5 Introduccién intracelular de anticuerpos anti-PKC{ en linfocitos T normales y

tumorales.

El anticuerpo anti-PKCC, dirigido contra la region carboxi-terminal (GIBCO BRL o

SIGMA Chemical Co.) fue introducido en células normales o tumorales después de su
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permeabilizacion con lisolecitina. Brevemente, las células BW o los linfocitos normales
fueron equilibrados en medio conteniendo 7% de SFB por 24 h. Posteriormente fueron
lavadas en un medio libre de suero y se les agregd 0.1 ml de glicerol en PBS a 37°C.
Luego de 6 min en hielo, se les agregd 4 pl de una solucion acuosa de 1 mg/ml de
lisolecitina (SIGMA Chemical Co.) y se continud la incubacion por otros 5 minutos. Las
células fueron luego colocadas a 37°C y se les afiadid 0.1 ml de la dilucion del
anticuerpo. Después de 10 minutos adicionales a 37°C, se agregd 0.1 ml de medio
conteniendo 21% de SFB para favorecer el cierre de los poros en las membranas, o sea
para que las celulares vuelvan a sellarse. Las células fueron nuevamente llevadas a una
concentracion de 7% de SFB en el medio de cultivo y las incubaciones se continuaron
por 72 h en presencia de Con A (2 pg/ml) para las células normales, o por 24 h para las
células BW. Igual procedimiento fue realizado en aquellos ensayos en los cuales las
células fueron tratadas con hormonas tiroideas. Células controles sin tratar con el
anticuerpo fueron permeabilizadas con el mismo esquema y adicionalmente en algunos
experimentos también se emple6 la introduccion de un anticuerpo no relevante, a saber
el anti-PKCy (SIGMA Chemical Co.) dado que esta isoenzima estd ausente en las

células linfocitarias estudiadas.

4.6 Ensayos de transfeccion transiente

El plasmido de expresion pHACE-PKC-DN gentilmente donado por el Dr. Jae-Won
Soh (Herbert Irving Comprehensive Cancer Center, Columbia University, USA),
contiene la secuencia codificante para la dominante negativa de PKCC que presenta una
mutacion puntual en el sitio de union del ATP, lo cual la hace inactiva. Este vector de
expresion contiene ademas la secuencia codificante para la proteina fluorescente verde
(GFP) y el gen de resistencia al antibiotico ampicilina. Todas las secuencias codificantes
se encuentran bajo la actividad del promotor del citomegalovirus (CMV). El plasmido
pHACE, carece de la secuencia codificante para la dominante negativa de PKCC. El
ADN plasmidico fue amplificado en E. Coli DH 5a en presencia del antibiotico
Ampicilina. La extraccion del plasmido fue realizada usando el kit QITAGEN Maxiprep
kit (QIA-GEN, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del mismo. El ADN fue
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purificado con fenol-cloroformo, luego precipitado con isopropanol y lavado con etanol
al 70% y finalmente resuspendido en Tris 10mM (Ruybal y col., 2005).

Un total de 1 x 107 células BW 5147 fueron transfectadas por electroporacion con 50 pg
de cada ADN plasmidico, empleando 450 Volts, 960 UF y = Q en un “BioRad Gene
Pulser” (BioRad, Hercules, CA). Después del pulso eléctrico, las células fueron
resuspendidas en 10 ml de RPMI 1640 suplementado con 10% SFB e incubadas a 37°C
y 5% COa,. La actividad del gen reportero fue ensayada a las 8 hs post-transfeccion por

microscopia de fluorescencia (Ruybal y col., 2005).

4.7 Determinacion de la actividad de NOS

La actividad de NOS fue medida por la produccion de [*C]-citrulina a partir de [*C]-
arginina (Hortelano y col., 1993). Las células obtenidas bajo las diferentes condiciones
de cultivo fueron incubadas en 500 pl de buffer Krebs, en presencia de [14C]—arginina
(0.5 nCi). Las mismas concentraciones de bloqueantes utilizadas en los cultivos fueron
agregadas a las incubaciones con arginina radioactiva. Después de la incubacion las
células fueron disgregadas por sonicacion en un medio conteniendo 10 mM EGTA, 0.1
mM de citrulina, 0.1 mM de ditiotreitol y 20 mM de HEPES, pH 7.5. Después de la
centrifugacion a 20000 x g por 10 minutos, los sobrenadantes fueron colectados y
eluidos a través de columnas de resina de intercambio i6nico Dowex AG S0WX-8 (Bio
Rad) y la ["*C]-citrulina eluida con 3 ml de agua fue cuantificada en un contador de
centelleo liquido.

La especificidad de la actividad de NOS fue evaluada por ensayos realizados en
presencia del bloqueante de NOS, el L-NMMA (500 uM) y el inhibidor de arginasas L-
valina (50 mM).

4.8 Determinacion de la concentracion de nitritos

Para cuantificar la produccion de oxido nitrico (NO), se midié la concentracion de

nitritos, producto final estable del NO en solucioén, empleando un ensayo colorimétrico

basado en la reaccion de Griess (Granger y col., 1990). Para ello, 1x10° células BW
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fueron cultivadas en RPMI suplementado sin el indicador de pH rojo fenol, en placas de
24 pocillos, en presencia o ausencia de bloqueantes y/o de hormonas tiroideas. La
produccion de nitritos formada en 24 h, fue evaluada a partir de los sobrenadantes de
estos cultivos. Para ello se agregaron 100 pl de cada uno de estos sobrenadantes en
placas de 96 pocillos y se les adicionaron 100 pl de la solucion de Griess que contiene
1% sulfanilamida, 0.1% cloruro de N-(1-naftil) etilenendiamina con 25% de HCl 0.4 M
(concentracion final). La curva de calibracion fue construida usando standards de nitrito
de sodio diluido en medio incoloro. Las densidades dpticas fueron medidas a 540 nm

usando un lector de ELISA (Uniskan Labsystem).

4.9 Expresion proteica de isoenzimas de PKC y NOS. Ensayos de inmunoblot

Muestras de lisados de 0.5-1x107 linfocitos T normales o células BW, incubados en
ausencia o presencia de inhibidores y/o de HTs fueron obtenidos por disolucion de los
pellets celulares en buffer muestra (2% SDS, 10% (v/v) glicerol, 62.5 mM Tris-CIH,
pH=6.8, 0.2% azul de bromofenol, 10 mM 2-Mercaptoetanol) a una concentracion final
de 10 mg/ml. La concentracion proteica de los lisados fue cuantificada por el método de
Bradford. Cantidades equivalentes de proteina fueron separadas electroforéticamente
por SDS-PAGE en geles de 10% de poliacrilamida y transferidas a membranas de
nitrocelulosa. Los sitios de union inespecificos fueron bloqueados mediante la
incubacion de las membranas con buffer de bloqueo (5% leche descremada conteniendo
0.1% Tween-20 en 100 mM Tris-CIH, pH=7.5 y 0.9% NacCl) por 1 hora. Posteriormente
las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas por 18 horas con anticuerpos
especificos para las isoenzimas de PKC o de NOS, a saber, anti- PKC a, By, € y { de
SIGMA Chemical Co., anti-PKC 7 y 8 de Pharmingen BRL, anti-PKC8, anti-iNOS y
anti-B2-microglobulina o anti-actina (como control de la cantidad de proteina sembrada)
de Santa Cruz Biotechnologies Inc. En paralelo se realizaron controles de especificidad
usando los correspondientes péptidos inmunogénicos para cada isoenzima con una
relacion de 2 pg/ml de anticuerpo por cada 1 pg/ml de péptido. Las membranas fueron
entonces incubadas con un segundo anticuerpo monoclonal conjugado con fosfatasa
alcalina (SIGMA Chemical Co.) por 1 hora. Las bandas inmunoreactivas fueron

visualizadas usando Nitroblue tetrazolium (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato
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(BCIP). Como marcador de peso molecular se empledé el Full Range Rainbow
(Amersham Pharmacia). Los analisis densitométricos fueron realizados usando el

software UN-SCAN-IT (version 5.1, Silk Scientific Corporation) o el Imagel (V 1.35p).

4.10 Expresion genomica de isoenzimas de PKC y NOS

4.10.1 Extraccion de ARN total

El ARN total fue extraido de los linfocitos T normales y células BW 5147 usando el kit
Aquapure (Bio-Rad). Brevemente, 1x10° células fueron centrifugadas a 15000 x g por
15 segundos y el pellet celular fue resuspendido en 300 pl de solucion de lisis de ARN.
Posteriormente se agregaron 100 pl de la solucion precipitante de ADN y proteinas vy,
luego de centrifugar las muestras a 15000 x g por 3 minutos se obtuvo el ARN en el
sobrenadante. E1 ARN asi obtenido, fue precipitado con isopropanol y luego de varios
lavados con etanol al 70% fue resuspendido en una solucion de hidratacion y congelado

a—70°C. Empleando este protocolo se obtuvieron entre 5-10 pug de ARN total.

4.10.2 Ensayo de transcripcion reversa (RT)

La RT fue realizada usando el Omniscript kit (QIAGEN). Brevemente, 2 g de ARN
total desnaturalizados a 65°C durante 5 minutos y agregados a un volumen final (20 pl)
que contiene 1uM de oligodeoxitimidina;,.;g3 (Biodynamics), 0.5 mM de dNTPs
(Promega), 4 unidades de Omniscript Transcriptasa reversa y 2 ul de buffer de RT 10 X
provisto por el kit. La mezcla es incubada a 37°C por 1 hora. E1 ADN complementario

(ADNCc) asi obtenido es congelado a —20°C o usado para una posterior amplificacion por
PCR.

4.10.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
A partir de 2 pg de ADN molde obtenido por RT se realizaron las amplificaciones por
PCR utilizando 1.5 U de Taq polimerasa (Promega), 25 mM de dNTPs (Promega), 25

mM de CI;Mg y 20 uM de los primers correspondientes (TIB Molbiol LLC) en un
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ciclador térmico (Progene, Techne). La PCR semicuantitativa fue realizada utilizando 3

diluciones seriadas del templado de ADN (Omori y col., 2003).

En siguiente la tabla se describen los programas de amplificacion utilizados:

Programa Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion ]

o 95°C 5 min 1
inicial

Desnaturalizacion 95°C I min

B,-microglobulina

PKCC
Hibridizacion 62°C 1 min 32
iNOS
55°C PKCa
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 10 min 1
Enfriamiento 4°C Indeterminado 1

La secuencia de los primers utilizados para las reacciones de PCR fueron obtenidas a
partir de la bibliografia (Freire-Moar y col., 1991; Goren y col., 2000; Schmittgen and
Zakrajsek, 2000) y fueron corroboradas usando el programa Gen Bank/Nucleotide. La
B2-microglobulina fue usada como control de la cantidad de templado de ADN
sometido a PCR, dado que ésta no es modificable por el tratamiento con hormonas

tiroideas.

Los primers utilizados para la amplificacion de los ARN mensajeros especificos para

cada isoenzima fueron los siguientes:
PKCa

5’- TGAATCCTCAGTGGAATGAGT-3’
5’- GGTTGCTTTCTGTCTTCTGAA-3’
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PKC(
5’- CGATGGGGTGGATGGGATCAAAA-3’
5’- GTGTTCATGTCAGGGTTGTCCG-3’

iNOS
5’-TCAGACATGGCTTGCCCCTGGA-3’
5’-TGCCCCAGTTTTTGATCCTCACA-3’

B2-microglobulina
5’- GCTATCCAGAAAACCCCTCAA -3
5’- CATGTCTCGATCCCAGTAGACGGT-3’

Dichos primers generan productos de 325, 680, 262 y 300 pares de bases de longitud
para PKCo, PKCC, iNOS y 2-microglobulina, respectivamente. Los productos de PCR
fueron separados en un gel de agarosa 2% y tefiidos con bromuro de etidio para su

visualizacion. Se utilizé el marcador de ADN de 100 pb provisto por Biodinamics.

4.11 Cuantificacion del numero de divisiones celulares (Marcacion con CFSE)

Las células BW5147 fueron marcadas con diacetato de carboxifluoresceina succimidil
ester (CFSE) usando el kit de marcado celular VybrantTM CFDA SE (Molecular Probes)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor para células en suspension. Brevemente, un
total de 1 x 107 células quiescentes (por cultivo en medio carente de SFB, tal como se
indico anteriormente) fueron lavadas dos veces con PBS y luego resuspendidas
suavemente en PBS pre-calentado conteniendo el probe (5 uM CFSE). Las células
fueron luego incubadas por 15 min a 37°C, centrifugadas y resuspendidas en medio pre-
calentado fresco. Se incubaron por otros 30 min para asegurar la completa modificacion
del probe, se lavaron nuevamente y se cultivaron en medio RPMI 1640 sin SFB en
presencia o ausencia de T3 (10 M). A los tiempos indicados, se tomaron muestras de
aproximadamente 1 x 10° células y se fijaron por 15 min a temperatura ambiente con
3.7% de formaldehido. Después de la fijacion, las células fueron analizadas por

citometria de flujo. El nimero de eventos versus la intensidad de fluorescencia para
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cada muestra se obtuvo usando el programa WinMDI 2.8. El niimero de divisiones

celulares fue calculado como fuera descripto por Cooperman y col. (2004).

4.12 Activacion de NF-xB

4.12.1 Preparacion de extractos citosdlicos y nucleares

Las células BW sincronizadas (1x10’cél/ml) fueron estimuladas por 15 min con T4 (10’
M) o preincubadas con staurosporina (1nM) o con el Ps-Myr PKCC (100 uM) y luego
con T4. Posteriormente las células fueron centrifugadas y congeladas a —70°C. Los
pellets celulares fueron homogeneizados en 200 pl de buffer A (10 mmol/l HEPES, pH=
7.9, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l EGTA, 10 mmol/l KCI, 1 mmol/l DTT, 0,5 mmol/l
PMSF, 40 pg/ml leupeptina, 2ug/ml TLCK, 5 mmol/l NaF, 1mmol/l NaVOy, 10 mmol/I
Na;Mo0Q,), conteniendo 0.5% (v/v) de NP-40. Después de 15 minutos a 4°C, los tubos
fueron mezclados suavemente mediante vortex por 15 segundos, y los ntcleos fueron
colectados por centrifugacion a 8000 x g por 15 minutos. Los sobrenadantes (extractos
citosolicos) fueron congelados a —70°C. Los pellets fueron resuspendidos en 50 pl de
buffer A suplementado con 20% (v/v) de glicerol y 0.4 M KCIl, y mezclado por 30
minutos a 4°C. Las proteinas nucleares fueron obtenidas por centrifugacion a 13000 x g
por 15 minutos y los sobrenadantes (extractos nucleares) fueron fraccionados en
alicuotas y congelados a —70°C (Goren y col., 2004). La concentracion de proteinas fue

determinada usando el método de Bradford (Bio-Rad).

4.12.2 Analisis por western blot de la presencia del IxB en citoplasma

Las muestras citosoOlicas obtenidas tal como se describio en el item 4.12.1, fueron
calentadas en buffer Laemmli y, cantidades equivalentes de proteina (15 ug), fueron
separadas electroforéticamente por SDS-PAGE en geles de 10% de poliacrilamida. Los
niveles de IkB-a y IkB-B fueron determinados usando anticuerpos especificos (Santa
Cruz Biotechnologies Inc). Se empled un anticuerpo anti-f-actina como control de la
cantidad de proteina sembrada. Las bandas obtenidas fueron reveladas por

quimioluminiscencia (ECL, Amersham). A fin de asegurar la linealidad de las
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intensidades de las bandas, se realizaron diferentes tiempos de exposicion para cada
blot. Las intensidades de las bandas fueron cuantificadas por densitometria tal como se

describid anteriormente.

4.12.3 Ensayo de retardo en la movilidad electroforética (EMSA)

Se marcaron las secuencias de oligonucledtidos conteniendo la region consenso para
NF-«B (5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’), en el extremo final, con la
enzima Klenow en presencia de 50 uCi de [0-*P]dCTP y de los otros dNTPs no
marcados y en un volumen final de 50 pl.

Para los ensayos de union se utilizaron 5 pg de proteinas nucleares obtenidas como se
describid en el punto 4.12.1, las cuales fueron incubadas por 15 minutos a 4°C en
presencia de la secuencia de oligonucle6tidos marcada (5 x 10* dpm), 1 ng de poly (dI-
dC), 5% glicerol, 1 mmol/IEDTA, 10 mmol/l KCl, 5 mmol/l MgCl,, 1 mmol/l DTT y 10
mmol/l Tris-HCI (pH 7.8), en un volumen final de 20 ul. Los complejos ADN-proteina
formados fueron sometidos a electroforesis en geles nativos de 6% de poliacrilamida
con 0.5% de buffer Tris-borato-EDTA (Goren y col., 2004). Posteriormente los geles

fueron secados y expuestos a —70°C en una pelicula Kodak.

4.13 Cuantificacion del grado de apoptosis
4.13.1 Tincion con Hoechst

Las células BW 5147 fueron incubadas por diferentes tiempos en medio RPMI 1640 en
ausencia o presencia de HTs. Posteriormente alicuotas de 10 pul provenientes de éstos
cultivos (a proximadamente 1x10° células/ml) fueron fijadas en etanol y tefiidas en
oscuridad con el reactivo de Hoechst 33258 (0.5 pg/ml, SIGMA Chemical Co) por 10
minutos y lavadas 3 veces con PBS. La morfologia nuclear fue observada por

microscopia de fluorescencia con un aumento de 1000 X.
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4.13.2 Determinacion de la presencia de fragmentos de ADN apoptéticos (Técnica

del “DNA ladder”)

El aislamiento de los fragmentos de ADN fue realizado en base al protocolo descripto
por Herrmann y col. (1994). Brevemente, 5x10° células BW 5147 fueron colectadas,
lavadas en PBS y centrifugadas a 1600 x g. Los pellets celulares fueron tratados por 10
segundos con 50 ul buffer de lisis (1% NP-40 en 20 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH
7.5). Luego de centrifugar por 5 minutos a 1600 x g, se colectaron los sobrenadantes y
se repitid la extraccion con igual cantidad de buffer de lisis. Los sobrenadantes fueron
incubados 2 hs a 56°C en una solucion de SDS 1% y RNAsa A (concentracion final 5
png/ul) y luego digeridos con proteinasa K (concentracion final 2.5 pg/ul) por 2 hs a
37°C. Después de la adicion con 2 volumen de 10 M de acetato de amonio, el ADN es
precipitado con 2.5 volumenes de etanol. Los fragmentos de ADN fueron separados por
electroforesis en geles de 1% de agarosa y tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml)

para su visualizacion.

4.14 Analisis estadistico

Para determinar los niveles de significacion de muestras no pareadas fue utilizado el test
t de Student. En los casos en los que fue necesario analizar las diferencias entre tres o
mas grupos de datos se empled el andlisis de varianza (ANOVA), seguido de multiples
comparaciones utilizando el test Student-Newman-Keuls. Los datos fueron expresados
como los valores promedios * error estandar (X £ ES). Las diferencias entre las medias

fueron consideradas significativas cuando p<0.05.
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5.1 Caracterizacion de las respuestas proliferativas de linfocitos T normales y tumorales

5.1.1 Estudio de la cinética de proliferacion en linfocitos T normales y células de la linea

BW 5147. Participacion de la activacion de PKC.

Para caracterizar la cinética de la respuesta proliferativa a estimulos mitogénicos
correspondiente a ambos tipos celulares, se realizaron cultivos en microplacas de linfocitos T
normales obtenidos asépticamente como fuera descripto en Materiales y Métodos y de células
del linfoma T murino BW 5147 (BW) arrestadas por deprivacion de SFB durante 24 hs. Para
ello los linfocitos T normales fueron incubados en presencia del mitégeno T-selectivo Con A
y las células BW sincronizadas fueron re-cultivadas en un medio rico en SFB. Como se
muestra en la Figura 1 los linfocitos T normales presentaron su pico proliferativo
caracteristico a las 72 hs de cultivo, mientras que las tumorales mostraron la mayor
incorporacion de timidina tritiada a las 12 hs de re-cultivo en medio con 10% de SFB.

Dada la importancia de la activacion de PKC como sefial temprana de la proliferacion
linfocitaria y desencadenante de otros eventos intracelulares, analizamos comparativamente
su translocacion a la membrana plasmatica conjuntamente con la proliferacion celular. La
Figura 1 muestra el porcentaje de actividad enzimatica de PKC asociada a membrana de
células normales estimuladas mitogénicamente y tumorales a diferentes tiempos de la cinética
proliferativa. En todos los casos la actividad total de PKC no se modificé y sus valores, junto
con la relacion de actividades citosol:membrana 15 minutos post-induccion con el estimulo
mitogénico, se detallan en la Tabla adjunta. Se observa que luego de 15 minutos de
exposicion al SFB, las células BW sincronizadas mostraron un temprano y significativo
incremento de la actividad de PKC en membrana plasmatica. Dicha actividad si bien
disminuy6 después del pico de proliferacion, arrojo6 valores mas altos que los
correspondientes a los basales. Por otro lado, la estimulaciéon mitogénica de los linfocitos T
normales también indujo una temprana translocacion de PKC (dentro de los 15 minutos) pero
mucho menor a la hallada en células tumorales. La PKC en membrana volvi6 a los niveles
basales después del pico de proliferacion. Es decir, la translocacion de PKC con su
consecuente activacion es un evento temprano y, tal como era de esperar, antecedio a la
generacion del pico proliferativo en ambos tipos celulares. También cabe sefialar que tanto la
actividad total de PKC como su translocacion fueron significativamente mayores en las

c¢lulas tumorales que en los linfocitos T normales estimulados (Tabla en Figura 1).
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Figura 1: Asociacion entre la proliferacion celular y la actividad enzimatica de

PKC en linfocitos T normales y células BW 5147.
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Tipo Celular Estimulo Actividad Total de PKC  Actividad de PKC (pmol / min x 10’ cel)

(pmol / min x 10 cel) CITOSOL / MEMBRANA
Sin Con A 15.1+0.9 12.74+0.8/2.3+0.3
LT normales
Con A 13.5+0.8 6.1£0.7/7.4+0.7"
. #
BW Sin SFB 34.0+2.1 2944+29/45+0.5
SFB 30.7+1.87 40+04/ 26718

Se determiné la actividad de PKC y la cinética de proliferacion en linfocitos T normales estimulados
con Con A (2 pug/ml) y en células BW sincronizadas y estimuladas por la adicion de SFB a los tiempos
indicados. Los resultados muestran la media + ES de n = 3 experimentos independientes realizados por
triplicado para los ensayos de proliferacion celular y por duplicado para la actividad de PKC. Un
resumen de la actividad total y de las fracciones citosolica y particulada se muestran en la Tabla
adjunta. Los valores corresponden al basal (sin estimulo) o a los 15 minutos de tratamiento con Con A
(LT normales) o con SFB (BW). * Difieren significativamente de sus valores basales con p < 0.01.
# Difieren respecto de los correspondientes valores de LT normales con p < 0.01.
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5.1.2 Identificacion de los intermediarios enzimaticos involucrados en la proliferacion de

linfocitos T tumorales y normales.

A fin de identificar los caminos intracelulares enzimaticos involucrados diferencialmente en
la proliferacion de células T tumorales o normales inducidas mitogénicamente, estudiamos los
efectos ejercidos por inhibidores selectivos de PKC, inhibidores de las enzimas TPK y PLC
que actian rio arriba de PKC, asi como también de bloqueantes de calcio.

Como se muestra en la Figura 2 el bloqueo de TPK por genisteina, de PLC por NCDC y de
PKC por staurosporina, en concentraciones que no afectaron la viabilidad celular (= 87 %),
inhibieron en forma similar la proliferacion de linfocitos T tumorales y normales. El inhibidor
selectivo de PKC, el GF109203X, utilizado en concentraciéon de 0.1 uM solo inhibid
significativamente la proliferacion de células normales, aunque en concentraciones mucho
mayores (10 uM) ejerci6 efectos inhibitorios similares sobre ambos tipos celulares. Dado que
el GF109203X es un potente inhibidor de cPKC (IC50 = 0.01-0.02 uM), pero un débil
inhibidor de nPKC (IC50 = 0.1-0.2 uM) o de aPKC (IC50 para PKC{ = 6.0 uM), los
resultados hallados sugieren que las isoenzimas de PKC cumplen un rol diferencial en la
proliferacion de los tipos celulares estudiados. Ademas, tanto el bloqueante extracelular de
calcio, Verapamil, como el quelante intracelular, BAPTA, inhibieron eficientemente la
proliferaciéon de las células normales estimuladas con Con A, pero no afectaron la
proliferacion de las células de linfoma, indicando que la activacion de las enzimas
involucradas en los efectos proliferativos de las células tumorales seria independiente de
calcio.

Para estudiar la influencia del calcio sobre la actividad enzimatica de PKC, se determind su
actividad total en presencia o ausencia del mismo, en extractos celulares de linfocitos T
normales o tumorales y empleando el sustrato especifico de PKC, el péptido MBP [4-14].
Como se muestra en la Figura 3 la actividad total de PKC fue mas alta en las células
tumorales que en las normales y la misma no se vio afectada por la ausencia de calcio. Sin

embargo en las células normales la falta de calcio redujo dicha actividad en un 43%.

5.1.3 Expresion de isoformas de PKC en linfocitos T normales y células BW5147

Para determinar si las diferencias en la actividad de PKC se relacionaban con la presencia

diferencial de distintas isoenzimas, estudiamos mediante western blot el patron de expresion
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Figura 2: Proliferacion celular de linfocitos T normales y de células BW en presencia de

inhibidores enzimaticos de los caminos intracelulares
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Los linfocitos T normales (Panel A) fueron estimulados por Con A (2 ug/ml) por 72 hs y las células
BW (Panel B) fueron sincronizadas y luego estimuladas con SFB por 24 hs. Los cultivos se llevaron a
cabo en ausencia (Basales) o presencia de los siguientes bloqueantes agregados al comienzo del
cultivo: genisteina (Gen) 30 pug/ml, NCDC 10 uM, staurosporina (Stau) 1 nM, GF 109203X (GF) 0.1
0 10 uM, verapamil (Verap) 0.1 mM. Entre paréntesis se indica el porcentaje de inhibicion respecto de
los valores basales. Los resultados muestran la media = ES de n=3 experimentos independientes
realizados por triplicado. *Difieren significativamente de los correspondientes basales con p<0.01.
"Difieren significativamente de los correspondientes valores de LT normales con al menos p<0.05.
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Figura 3: Influencia del calcio sobre la actividad de PKC
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La PKC total fue purificada de linfocitos T normales y células BW 5147 y su actividad enzimatica
fue medida en ausencia (barras lisas) o presencia (barras rayadas) de calcio. Los resultados muestran la
media + ES de n = 4 experimentos independientes realizados por duplicado. *Difieren
significativamente de los correspondientes valores basales con p < 0.01.

de isoenzimas de PKC a partir de lisados de células T normales, incubadas en ausencia o
presencia del estimulo mitogénico y de células BW5147 en crecimiento exponencial. En la
Figura 4 (Panel A) se muestra la expresion de isoformas halladas y su cuantificacion por
densitometria. Los resultados muestran que los linfocitos T en reposo expresan
predominantemente las isoformas clasicas de PKC o y B y las isoformas noveles 0 y d, pero
no expresan la isoforma 7y (dato no mostrado) y solo tienen bajos niveles de € y de la isoforma
atipica . Luego de 72 hs de estimulacion mitogénica con Con A se observo un significativo
incremento en los niveles de las isoformas clasicas o y B. Por el contrario las células BW
5147 mostraron minimos niveles de la isoforma B y una incrementada expresion de la
isoforma atipica £. Los niveles de las isoformas o, € y 8 fueron idénticos a los hallados en
linfocitos T normales sin estimular. Las isoformas 6 y yno fueron encontradas en las células
BW. Para demostrar la especificidad de los anticuerpos utilizados, se realizaron en paralelo
idénticos ensayos pero empleado los péptidos bloqueantes pertinentes, contra los cuales se
obtuvieron los anticuerpos dirigidos contra las distintas isoformas de PKC.

La estimulacion mitogénica de linfocitos T con Con A o de las células BW arrestadas e
inducidas por SFB provoco la rapida translocacion (15 minutos) de las principales isoenzimas

expresadas en cada tipo celular, tal como muestran los blots representativos del Panel B de la

Figura 4.
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5.1.4 Participacién de la isoforma atipica PKC{ en la proliferacién de linfocitos T

tumorales.

Para determinar la participacion de PKCC en la proliferacion de células BW, inhibimos su
actividad mediante la introduccién intracelular de un anticuerpo dirigido contra la region

carboxi-terminal de PKCC, anticuerpo bloqueante de su actividad catalitica (Leli et al, 1992).

Figura 4: Expresion de isoenzimas de PKC en linfocitos T normales y tumorales
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Panel A: Expresion de isoenzimas de PKC en linfocitos T normales en reposo (TN), estimulados por
72 hs con Con A (TN-Con A) o células BW 5147. La especificidad de los anticuerpos empleados fue
confirmada realizando los analisis de Western blot en ausencia (-) o presencia (+) del correspondiente
péptido bloqueante. Las bandas mostradas son representativas de 7 experimentos independientes.
También se muestra el analisis densitométrico en relacion con la expresion de los niveles de actina en
las mismas muestras. El analisis estadistico se realiz6 para cada isoenzima individual. *Difieren
significativamente de los valores de TN con p< 0.01. # Difiere de los valores de TN y TN-Con A con
p<0.001.

Panel B: Distribucion subcelular de PKC B3 y  en linfocitos T normales o células BW sincronizadas,
respectivamente. Las células fueron incubadas por 15 minutos en ausencia (-) o presencia (+) de Con
A (2 pg/ml) o SFB, respectivamente. La presencia de PKC B y  en las fracciones de citosol (C) y
membrana (M) fue analizada por western blot con los anticuerpos especificos. Se muestran las bandas
representativas de n = 3 experimentos. La intensidad relativa de las diferentes bandas fue cuantificada
por densitometria y los porcentajes de PKC para cada fraccion fueron calculados respecto de la PKC
total (C + M), los mismos se muestran en el grafico de barras. *Difieren de los correspondientes
basales de citosol con p< 0.01. “Difieren de los correspondientes basales de membrana con p< 0.01.

También empleamos el péptido miristoilado pseudosustrato de la PKCC (Ps-Myr PKC()
capaz de atravesar la membrana celular y de bloquear su actividad (Parmentier et al., 2003).
La Figura 5 muestra el efecto de diluciones crecientes del anticuerpo anti-PKC{ sobre la
proliferacion de células BW y su comparacion con linfocitos T normales. Como puede
observarse, dicho anticuerpo fue capaz de bloquear la proliferacion de células BW sin alterar
la proliferacion de LT normales activados. Cabe sefialar que diluciones del anticuerpo iguales
o mayores a 1:500 no tuvieron efecto (dato no mostrado). De igual forma, se observa en la
Figura 5 que el tratamiento con el Ps-Myr PKCC a una concentracion de 100 uM no afecto la
proliferacion de linfocitos T normales en activa division, pero si inhibi6 la proliferacion de

células tumorales en un 90%.
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5.1.5 Actividad de NOS en células T normales y tumorales y su participacion en la

proliferacion celular

Dado que PKC es capaz de regular la actividad de NOS en varios tipos celulares, incluyendo
los linfocitos, estudiamos la participacion de NOS en la proliferacion celular de linfocitos T
normales y tumorales. Como puede observarse en la Figura 6 los linfocitos T normales, tanto
en condiciones basales como estimulados mitogénicamente, muestran bajos niveles de
actividad enzimatica de NOS que no son incrementados por el estimulo mitogénico.

Por su parte, las células BW 5147 sincronizadas presentan mayores niveles de actividad de
NOS que las células T normales, y esta actividad fue significativamente incrementada por la
estimulacion de la proliferacion inducida con SFB. Cabe sefialar que dicha actividad no
difiere de la determinada en células BW en crecimiento exponencial y que estos resultados se

correlacionaron con la respuesta proliferativa unicamente en cé¢lulas BW (Tabla en Figura 6).

5.1.6 Caracterizacion de la actividad de NOS en linfocitos T tumorales

La actividad de NOS fue medida en células BW a través de la formacion de [14C]-citrulina a
partir de ['*C]- arginina. Para descartar la formacion de L-citrulina marcada radioactivamente
a través de vias metabodlicas alternativas que involucran a las arginasas, se efectuaron
determinaciones en ausencia o presencia del inhibidor de arginasas, la L-valina. Como se
muestra en la Figura 7 la L-valina (50 mM) no tuvo efecto sobre la formacion de ["C]-L-
citrulina demostrando que su sintesis es mediada principalmente por la NOS. Adicionalmente
la especificidad de la reaccion fue evaluada usando el bloqueante competitivo de NOS, el L-
NMMA (500 uM), el que inhibié casi completamente su actividad. Para estudiar si la
actividad de NOS era dependiente de calcio, se realizaron mediciones en presencia de
quelantes intra- y extracelulares de calcio. La Figura 7 muestra que la eliminacién del Ca**
extracelular por EGTA (2 mM) o el intracelular por BAPTA (25 uM) afect6 la actividad de

NOS tan so6lo un 26 %, indicando que la misma es principalmente independiente de calcio.

5.1.7 Identificacion de la isoforma inducible de NOS en células T tumorales

Dado que la actividad de NOS es principalmente independiente de calcio en las células BW,
se estudio la participacion de la isoforma inducible de NOS, iNOS o NOS II, que es calcio -

independiente.
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Figura 5: Efecto de la introduccion intracelular de un anticuerpo anti-PKC( y del

pseudosustrato miristoilado de PKC( en linfocitos T normales y células BW 5147.
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Los linfocitos T normales y las células BW fueron permeabilizadas con lysolecitina e incubadas en
ausencia (Basal) o presencia de diluciones crecientes del anticuerpo anti-PKC{ por 10 minutos y
reselladas. La especificidad de la accion del anticuerpo fue evaluada con la dilucion 1:200 en
presencia del péptido bloqueante de PKC{ en una relacion (1:3). La proliferacion celular fue
evaluada luego de 24 hs de incubacion para las células BW y 72 hs con Con A para los LT.
Adicionalmente, ambos tipos celulares fueron preincubados con el Ps-Myr PKCC (100 uM) y la
proliferacion celular fue evaluada tal como se indicé anteriormente. Los resultados muestran la
media + ES de n=3 experimentos independientes. *Difieren significativamente de los
correspondientes valores basales con p<0.05.
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Figura 6: Actividad enzimatica de NOS en linfocitos T normales y células BW 5147 en

respuesta a estimulos mitogénicos
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Crecimiento exponencial 37243 +2924*

La actividad enzimatica de NOS fue determinada en linfocitos T normales en reposo (TN) o
estimulados con Con A (2 pg/ml) por los tiempos indicados (TN-Con A) y en células BW
sincronizadas (BW), recultivadas en medio con SFB (BW5147-SFB) por 24 hs o en crecimiento
exponencial (Exp). Los resultados mostrados representan la media + ES de n=4 experimentos
realizados por duplicado. “Difieren significativamente de los valores de TN y TN-Con A con p<0.01.
*Difieren significativamente de los valores de BW sincronizadas con p<0.001.

La Tabla adjunta muestra la respuesta proliferativa obtenida en ambos tipos celulares bajo las mismas
condiciones de cultivo indicadas para las determinaciones de actividad enzimadtica. Los resultados
mostrados corresponden a la media £ ES de n=3 experimentos independientes realizados por
triplicado.

*Difieren significativamente de los correspondientes valores basales y de células sincronizadas con
p<0.01.
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Figura 7: Actividad de NOS y su independencia del calcio en células BW5147
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Evaluacion de la actividad de NOS en células BW 5147 en crecimiento exponencial cultivadas por 24
hs en ausencia (Basal) o en presencia de EGTA (2mM), BAPTA (25uM) o L-NMMA (500uM). La
actividad de NOS también fue cuantificada en presencia de L-Valina (L-Val, 50 mM). Los resultados
muestran la media = ES de n=5 experimentos realizados por triplicado. *Difiere significativamente del
basal con p<0.01.

Figura 8: Efecto de diferentes bloqueantes de NOS sobre la actividad enzimatica
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El grafico muestra la actividad de NOS determinada en células BW en crecimiento exponencial
incubadas por 24 hs en ausencia (Basal) o presencia de los siguientes bloqueantes de NOS: DPI (0.1
uM), L-NMMA (500 uM), AG (500 uM) y SMT (10 uM). Los resultados muestran la media + ES de
n = 4 experimentos realizados por duplicado. * Difieren significativamente de los valores basales con
p<0.05. La produccion de nitritos en los sobrenadantes de cultivos establecidos en medio RPMI sin
rojo fenol e incubados con los bloqueantes mencionados se muestra en la tabla adjunta. Los resultados
mostrados son el promedio = ES de n = 5 experimentos realizados por triplicado. *Difieren
significativamente del valor basal con p<0.05.
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Para ello se analizd el efecto de los inhibidores selectivos para la isoforma inducible, AG
(500 uM) y SMT (10 uM) y lo comparamos con aquellos obtenidos con bloqueantes no
selectivos de NOS, DPI (0.1 uM) y L-NMMA (500 uM), que inhiben la actividad de todas
las isoformas presentes en la célula. Como se muestra en la Figura 8, tanto AG como SMT
inhibieron la actividad de NOS en un 50-60 %. Por su parte, de los inhibidores no selectivos,
el DPI bloque6 en forma similar a los selectivos, la actividad enzimatica, aunque el L-NMMA
indujo una inhibicidon de aproximadamente el 70%. Similares resultados se obtuvieron cuando
se determind la produccién de nitritos en presencia de estos inhibidores, tal como puede
observarse en la Tabla adjunta a la Figura 8. Dado que los porcentajes de inhibicion de la
actividad enzimatica de NOS obtenidos tanto en presencia de inhibidores no selectivos como
selectivos para la isoforma inducible son similares podemos sugerir que las células BW

expresan mayoritariamente esta isoenzima calcio-independiente.

5.1.8 Expresion proteica y genémica de iNOS en linfocitos T normales y tumorales.

Dado que la actividad de NOS es principalmente independiente de calcio y es inhibida en gran
medida por bloqueantes selectivos de la isoforma inducible de NOS en las células BW, se
estudio la expresion de iNOS en dichas células y comparativamente en linfocitos T normales.
Para ello, se obtuvieron extractos celulares de células BW arrestadas e inducidas a proliferar
por el agregado de SFB al cultivo por 24 hs y luego dichos extractos fueron analizados por
western blot. Similares ensayos fueron realizados con linfocitos T normales en reposo o
estimulados con Con A por 72 hs. En la Figura 9 (Panel A) se observa que las células
tumorales estimuladas con SFB muestran una incrementada expresion proteica de iNOS. Los
linfocitos T normales en reposo o estimulados con Con A muestran niveles minimos de
expresion de iNOS.

Se analiz6 entonces, si el incremento en la expresion proteica de la isoforma iNOS en las
células BW creciendo exponencialmente, se debia a una mayor actividad traduccional del
ARNm correspondiente a esa isoforma o a un aumento de su transcripcion. Para ello,
realizamos ensayos de RT a partir de ARN total purificado de células tumorales los que
posteriormente fueron amplificados por PCR con primers especificos para la isoforma de
iNOS, y los productos asi obtenidos fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa. En
la Figura 9 (Panel B) se observa que las células tumorales estimuladas con SFB muestran un
prominente aumento en la expresion del ARN mensajero de iNOS siendo menor la expresion

en las células arrestadas. Los linfocitos T normales muestran niveles levemente detectables de
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dicho ARNm que no se modifican por el tratamiento mitogénico. A partir de las mismas
muestras de RT, se realizo la PCR usando primers especificos para la B,-microglobulina, la
que se empled como gen “housekeeping” dado que su expresion no es modificada por el

tratamiento de las células con SFB o Con A (Schmittgen y Zakrajsek, 2000)

Figura 9: Expresion proteica y genémica de iNOS en linfocitos T normales y en células
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5.1.9 Importancia de la actividad enzimaitica de NOS sobre la proliferacion de linfocitos

T normales y células BW 5147
Para estudiar la importancia de la actividad de NOS y de su isoforma inducible en la

proliferacion de las células BW 5147, analizamos el efecto de diferentes bloqueantes

enzimaticos de NOS sobre la proliferacion de las células BW 5147 y los resultados hallados

63



5. RESULTADOS

fueron comparados con los obtenidos en células T normales estimuladas con Con A. Sélo la
proliferacion de las células tumorales se vio afectada por los bloqueantes de NOS y los
selectivos de iNOS (Figura 10), indicando que esta isoforma esta involucrada en las vias de

sefializacion que conducen a la proliferacion de las células tumorales.

Figura 10: Efecto del bloqueo de la actividad enzimatica de NOS sobre la proliferacion

de linfocitos T normales y células BW 5147
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Las células BW en crecimiento exponencial o los linfocitos T normales estimulados mitogénicamente
con Con A (2 ug/ml) fueron cultivados por 24 o 72 hs respectivamente en ausencia (Basal) o en
presencia de L-NMMA (500 uM) o AG (500 uM). Los resultados mostrados son el promedio = ES de
n = 4 experimentos realizados por triplicado. *Difieren significativamente del valor basal con p<0.05.

5.1.10 Actividad de NOS dependiente de PKC en las células BW 5147

Para analizar la existencia de una correlacion entre la alta actividad de PKC y NOS en las
células BW determinamos el efecto de diferentes bloqueantes de PKC sobre la actividad de
NOS. Como se observa en la Figura 11, los bloqueantes de PKC, Staurosporina y
GF109203X, (este ultimo empleado en una concentracion de 10 uM) fueron capaces de
inhibir la actividad de NOS. Adicionalmente el bloqueo especifico de la isoforma atipica
PKCC, mediante el empleo del anticuerpo anti-PKCE o por el tratamiento con el Ps-Myr

PKC{ también condujo a la inhibicion de la actividad de NOS en las células tumorales.
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Cabe sefialar que fue nuestra intencion corroborar estos resultados mediante la transfeccion
transiente de las células BW con plasmidos que sobreexpresan la dominante negativa de
isoforma PKCC. Veinticuatro horas hs post-transfeccion se observd que el porcentaje de
viabilidad de estas células fue menor al 97%, lo que evidencio la importancia de esta isoforma
en la proliferacion y sobrevida celular. Por este motivo para analizar la participacion de esta
isoenzima, de aqui en mas empleamos la introduccion intracelular del anticuerpo bloqueante o

del pseudosustrato especifico.

Figura 11: Efecto de bloqueantes enzimaticos de PKC sobre la actividad de NOS
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La actividad enzimatica de NOS fue cuantificada en células BW incubadas por 24 hs en ausencia
(Basal) o presencia de Staurosporina (Stau, 1 nM) y GF 109203X (GF, 10uM) o los bloqueantes
especificos para la isoforma atipica PKCC, el anticuerpo anti PKC{ solo (dilucion 1:50) o en
combinacion con su péptido especifico y el pseudopéptido miristoilado PKC{ (Ps-Myr PKC,
100uM). Como control, la actividad enzimatica de NOS también fue determinada a partir de células
BW 5147 incubadas por 24 hs con el bloqueante L-NMMA (500uM). Los resultados muestran la
media = ES de n=3 experimentos realizados por duplicado. *Difieren significativamente del valor
basal con p<0.05.
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5.2 Efecto de las hormonas tiroideas (HTs) sobre la proliferacion de células T normales y

tumorales

5.2.1 Caracterizacion de las respuestas proliferativas inducidas por HT's

A fin de evaluar la accion de las HTs sobre la proliferacion de los linfocitos T normales y
tumorales, se realizaron curvas dosis-respuesta a tiempos cortos de cultivo. Los efectos
hormonales sobre linfocitos T normales fueron estudiados tanto en células en reposo como en
aquellas estimuladas mitogénicamente. La Figura 12 muestra que ni T3 (Panel A) ni T4
(Panel B) indujeron la proliferacion de las células en reposo, pero si incrementaron en forma
dosis dependiente la estimulacion de la proliferacion inducida por Con A, a las 72 hs de
cultivo. Estos efectos fueron observados en medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de SFB
usualmente empleado en cultivos de células linfoideas. Es importante sefialar que el dosaje de
las concentraciones de T3 y T4 en dicho medio indic6 que los valores de estas HTs estaban en
por lo menos un orden de magnitud por debajo del rango fisiologico. También se realizaron
estos estudios en un medio libre de SFB pero enriquecido en su contenido proteico, a saber el
medio HyQ. En dicho medio la Con A no fue capaz de inducir la respuesta mitogénica, sin
embargo se encontrd un significativo efecto del mitégeno en presencia de HTs, aunque menor
que el observado en RPMI.

Sobre las células del linfoma T BW, las HTs también fueron capaces de incrementar el
crecimiento celular en medio HyQ, dependiendo de las concentraciones de T3 y T4 agregadas
(Figura 13, panel A). Los efectos de HTs fueron también significativos entre las 24 y 72 hs
de cultivo de células BW arrestadas en medio RPMI sin SFB y mantenidas en ese medio
(Figura 13, panel B). Las acciones proliferativas comienzan a ser significativas con 10° M
de T3 o 107 M de T4 en ambos tipos celulares, concentraciones incluidas en el rango de
valores séricos normales para T3 y T4 en seres humanos y en roedores.

Por otra parte, en células BW en crecimiento exponencial en medio RPMI suplementado con
10% de SFB, los efectos de las HTs no fueron evidentes probablemente porque que en estas
condiciones las células se encuentran en su maxima capacidad proliferativa (datos no
mostrados). A fin de confirmar la habilidad de las HTs de inducir la proliferacion de las
cé¢lulas BW y para corroborar los resultados obtenidos con los ensayos de incorporacion de
[*H]-TdR, dichas células fueron arrestadas y tefiidas con CDFA-SE (CFSE). Este colorante,
que se une espontanea e irreversiblemente a las proteinas intracelulares, durante la division

celular se distribuye en cantidades iguales entre las células hijas, las cuales contienen la mitad
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del CFSE que tenian las células madre (Lyons, 2000). Como puede verse en la Figura 14, en
presencia de T3 se indujo la proliferacion de las células BW dado que los picos de
fluorescencia media disminuyeron progresivamente con el tiempo de cultivo. La T3 indujo
una disminucion de la sefial del CFSE de 2,5 veces en 12 hs, lo que corresponde a
aproximadamente 2,7 divisiones celulares por dia. Durante las siguientes 36 y 72 horas, la
sefal disminuy6 por otras 4,3 y 6,7 veces, lo que se corresponde con 2,2 y 1,9 divisiones por
dia respectivamente. La pequefia diferencia entre estos ultimos resultados se debe
probablemente a la inhibicion por contacto, caracteristica de las células hiperproliferativas. Es
importante destacar que las células arrestadas cultivadas en ausencia de HTs u otro factor de
crecimiento aportado por el SFB, mostraron sefiales de CFSE de intensidad similar a las 12 hs
de cultivo (tiempo 0, IFM=3429; tiempo 12 hs, IFM=3220), pero a tiempos mayores se
observo una pérdida importante de fluorescencia debido a una rapida y progresiva muerte
celular. De hecho en esas condiciones a las 72 horas de cultivo solo se encontré un 50% o

menos de células viables.

Figura 12: Efecto de las hormonas tiroideas sobre la proliferacién celular de linfocitos
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La proliferacion celular fue evaluada sobre linfocitos T normales incubados por 72 hs en ausencia
(simbolos blancos) o en presencia (simbolos negros) de Con A (2 pug/ml) y solas (Basal, B) o con
concentraciones crecientes de T3 (A) o de T4 (B). Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de SFB (tridngulos) o en medio HYQ (circulos). Se muestra la media + ES de
n=5 experimentos realizados por triplicado. * Difieren del correspondiente valor basal con p < 0.05.
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Figura 13: Efecto de las HT's sobre la proliferacion de células BW 5147
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Panel A: Las células BW fueron cultivadas en medio HYQ en ausencia (basal, B) o en presencia de
concentraciones crecientes de T3 (circulos) o de T4 (tridngulos) por 24 hs. Los datos representan la
media £ ES de n = 4 experimentos realizados por triplicado. *Difieren significativamente del valor
basal correspondiente con p<0.05. Panel B: El efecto de las HTs también fue estudiado en las células
BW sincronizadas y cultivadas por los tiempos indicados en medio RPMI 1640 sin SFB en ausencia o
presencia de T3 (10° M) o de T4 (107 M). Los resultados representan la media = ES de n = 6
experimentos independientes realizados por triplicado. *Difieren significativamente del
correspondiente basal con p < 0.01.

Por otro lado, el efecto de TH sobre la proliferacion linfocitaria fue principalmente mediado
por T3, dado que el tratamiento con propiltiouracilo (PTU) que inhibe la conversion de T4 a
T3, a una dosis que no afecta el crecimiento celular, disminuy6 las acciones de T4 sobre la
proliferacion de células BW y de linfocitos T normales estimulados mitogénicamente. El
tratamiento con PTU en ambos tipos celulares en condiciones basales (sin tratamiento
hormonal) no modificé los niveles de proliferacion celular, los resultados pueden ser

observados en la Figura 15.
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Figura 14: Efecto de las HT's sobre el crecimiento celular por coloracion con CFSE.
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Las células BW arrestadas fueron tefiidas con CFSE y cultivadas en medio sin SFB en presencia de T3
(10® M). Se obtuvieron muestras celulares a los tiempos indicados y se cuantifico la fluorescencia por
citometria de flujo. Entre paréntesis se indica la intensidad de la fluorescencia promedio (IFM)
correspondiente a cada pico. Los resultados mostrados son representativos de n = 4 muestras
experimentales de 2 experimentos independientes.

Figura 15: Efecto de PTU sobre la proliferacion de células BW inducida por T4
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Las células BW y los linfocitos T normales (TN) estimulados con Con A fueron cultivados por 24 o0 72
hs respectivamente, en ausencia (Basal) o presencia de T4 (10’M), T4 + PTU (10~ M) o PTU. Los
resultados representan la media £ ES de n = 4 experimentos independientes realizados por triplicado.
*Difiere significativamente del correspondiente valor Basal con p < 0.01. “Difiere del valor obtenido
para T4 con al menos p < 0.05.
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5.2.2 Efecto de diferentes bloqueantes de PKC y NOS sobre la estimulacion de la

proliferacion de linfocitos T normales y tumorales mediada por hormonas tiroideas.

Dada la participacion diferencial de PKC y NOS en la proliferacion de células normales y
tumorales descripta anteriormente, se estudio si estas sefiales se encontraban involucradas en
las acciones mediadas por HTs. Para ello, con concentraciones hormonales que se encuentran
dentro del rango fisiologico y que tienen efecto sobre el crecimiento de ambos tipos celulares,
a saber 10° M de T3 0 107 M de T4, se analiz6 la accion de inhibidores de PKC, de NOS y
quelantes de calcio. Como se muestra en la Figura 16, el bloqueo de PKC por staurosporina o
por 10 uM de GF109203X, inhibi6 la proliferacion de ambos tipos celulares. Es importante
sefalar que el GF empleado en una concentracion 0.1 UM, que solo es eficiente en el bloqueo
de las isoformas de PKC clasicas, fue efectivo en inhibir las acciones proliferativas mediadas
por HTs solo en los linfocitos T normales. Por otra parte se evalud también el efecto con el PS-
Myr PKCC, el cual solo inhibi6 la proliferacion mediada por las HTs en las células BW. El
bloqueante de calcio extracelular verapamil, asi como el bloqueante de calcio intracelular
BAPTA, inhibieron eficientemente la proliferacion celular inducida por HTs inicamente en
los linfocitos T normales con un minimo efecto sobre las células tumorales.

Asimismo, en la Figura 16 se puede observar que el bloqueante competitivo de NOS, el L-
NMMA fue capaz de inhibir el efecto de las HTs unicamente sobre las células tumorales, sin

afectar las acciones de las HTs sobre los linfocitos T normales.

5.2.3 Participaciéon de PKC y sus isoenzimas en las acciones ejercidas por HTs en

linfocitos T normales y tumorales.

5.2.3.1 Las HTs incrementan la actividad de PKC en linfocitos T normales y células BW

Para caracterizar los posibles caminos intracelulares involucrados en las acciones de las HTs
sobre la proliferacion de los linfocitos T normales y tumorales, se determiné el contenido total
de PKC y la actividad de PKC asociada a membrana. Como se muestra en la Figura 17, la
incubacién por 24-72 hs con T3 o T4, produce un incremento significativo en el contenido

total de PKC (Panel A), asi como también una mayor actividad de PKC asociada a
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Figura 16: Efecto de diferentes bloqueantes de PKC y NOS sobre la estimulacion de la

proliferacion de linfocitos T normales y células BW mediada por HTs
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Linfocitos T normales fueron estimulados mitogénicamente por 72 hs (Panel A) o células BW
sincronizadas se cultivaron por 24 hs (Panel B), solos (Basal), con T3 (10° M) o con T4 (10”7 M), en
ausencia (Control) o en presencia de los siguientes bloqueantes: Staurosporina (Stau, 0.1 pM),
GF109203X (GF 0.1 uM o 10 uM), el pseudopeptido miristoilado PKC{ (Ps-Myrf, 100 puM),
Verapamil (Verap, 100 uM), BAPTA (25 uM) o L-NMMA (500 uM). Se muestra la media = ES de
n=3 experimentos realizados por triplicado. ** Difieren del correspondiente valor control sin estimular
con p<0.01. **Difieren del correspondiente valor control+T3 con p<0.01. **Difieren significativamente
del correspondiente valor control+T4 con p<0.01.
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membrana (Panel B), tanto en células normales como tumorales, pero sin modificacion en la
relacion de actividades citosol / membrana.

Adicionalmente se analizaron los efectos de HTs a tiempos cortos. Para ello, se incubaron
linfocitos T normales y células BW solas o en presencia de T3 o de T4 durante 3 a 15 minutos.
Luego de la purificacion de PKC de las fracciones citosolica y particulada, se cuantificd su
actividad tal como se describe en Materiales y Métodos.

La Figura 18 muestra que el tratamiento con HTs indujo una translocacion rapida y transiente
de PKC a membrana en las células BW. Dicha translocacion ocurre entre los 3 a 5 minutos.
Las HTs no fueron capaces de inducir este evento temprano en linfocitos T normales (datos no
mostrados).

Los resultados obtenidos sobre linfocitos T normales indican que si bien las HTs median un
incremento en el contenido total de PKC y en la actividad asociada a membrana, esto no es
suficiente para estimular la proliferacion celular en ausencia del estimulo adicional del
mitogeno, dado que las HTs no son capaces de estimular la proliferacion de las células
normales en reposo. De hecho la Con A fue capaz de inducir una translocaciéon mayor de la
actividad de PKC a la fraccion particulada en células previamente incubadas por 24-48 hs en
presencia de T3 que la observada sobre células mantenidas en ausencia de la hormona (Tabla
1). Estos resultados son concordantes con lo observado en la Figura 17, e indicarian que como
respuesta al tratamiento con HTs, habria un aumento en la sintesis proteica de PKC la cual
explicaria la mayor translocacion inducida por el estimulo mitogénico.

Por otra parte, en los linfocitos T tumorales, las HTs inducen una translocacion rapida de PKC
a la membrana celular, asi como también un aumento en el contenido de PKC y de su
actividad asociada a membrana, efectos que estarian relacionados con el crecimiento celular,

no siendo necesario un estimulo adicional para estimular la proliferacion.
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Figura 17: Efecto de las HTs sobre el contenido total y la actividad de PKC asociada a

membrana en linfocitos T normales y células BW.
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El contenido total de PKC (Panel A) y su actividad asociada a membrana (Panel B) fueron
cuantificadas en linfocitos T normales (LN) y en células BW 5147 sincronizadas (BW), cultivados
en ausencia (Basal) o presencia de T3 ( 107 M)o T4 (10”7 M) por los tiempos indicados. Los datos
mostrados representan la media £ ES de n = 3 experimentos realizados por duplicado. *Difieren
significativamente de los correspondientes valores basales con p < 0.01.

73



Actividad de PKC (%)

80 1

20 -

5. RESULTADOS

Figura 18: Efecto de HTs sobre la traslocacion de PKC a membrana en las células
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Células BW sincronizadas se cultivaron en ausencia (Basal) o presencia de T4 (107 M) o T3 (10° M)
por los tiempos indicados y se cuantificd la actividad de PKC en citosol (barras lisas) y membrana
(barras rayadas). Se muestra la media = ES de n = 3 experimentos realizados por duplicado. *Difieren
significativamente del basal de citosol. “Difieren significativamente del basal de membrana.

Tabla 1: Efecto de T3 sobre la actividad de PKC en linfocitos T normales inducidos

mitogénicamente
. . ., ACthldaq de I;KC PKC en Membrana
Tiempo Tratamiento Adicion (pmol/min/10" cel) 0 . R
- (% de actividad total)
Citosol Membrana
-—- 14.1+£0.9 24+0.3 145+1.5
Basal
Con A 7.1+£04 9.9+£0.7 582 +4.1%
24 hs
- 46.4+3.2 7.1+0.6 13.2+1.1
T3
ConA  144+07 40.6+3.1 75.9 + 6.0
- 8.9+0.8 1.5+0.1 14.4+0.7
Basal
Con A 4.1+0.3 6.7+04 62.0+4.7*
48 hs
3 - 27.6 £2.5 4.4+0.5 13.8+1.0
ConA  61+05  264+18 78.8 + 6.2%"

Linfocitos T normales fueron preincubados en ausencia (Basal) o presencia de T3 (10™ M) por 24 o
48 hs y estimulados por 15 min con Con A (2 pg/ml). Se cuantificod la actividad de PKC en las
fracciones citosolica y particulada y se calcul6 el porcentaje de actividad de PKC en membrana a
partir de la actividad total (citosol + membrana). Los resultados representan la media = ES de n = 3
experimentos realizados por duplicado. *Difieren del correspondiente control (sin Con A) con
p<0.01. "Difieren de la translocaciéon inducida por Con A en células no tratadas con T3 con p <

0.05.
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5.2.3.2 Las hormonas tiroideas inducen la modulacion diferencial de isoenzimas de

PKC en linfocitos T normales y tumorales.

Para caracterizar la participacion diferencial de isoenzimas de PKC en las acciones de HTs
sobre linfocitos T normales y células BW 5147, analizamos su patrén de expresion proteico y
gendémico. Para ello, linfocitos T normales estimulados mitogénicamente con Con A y
células BW 5147 sincronizadas, fueron cultivados por 72 y 24 hs respectivamente, en
ausencia o presencia de T3 o T4 y luego los extractos proteicos de ambos tipos celulares
fueron analizados por western blot con anticuerpos especificos para las isoenzimas de PKC.
Adicionalmente, a partir de ARN total purificado de ambos tipos celulares cultivados en las
condiciones mencionadas anteriormente, realizamos ensayos de RT-PCR con primers
especificos para las distintas isoenzimas de PKC.

Como se muestra en la Figura 19 (A y B), ambas hormonas son capaces de incrementar el
nivel proteico de las distintas isoenzimas de PKC en células T tumorales y comparativamente
en linfocitos T normales, sin modificar el patron de expresion normalmente hallado en
ausencia de HTs. Asi, sobre los linfocitos T normales, las HTs aumentaron la expresion de
las isoformas convencionales o y B, mientras que en las células tumorales incrementaron
unicamente la expresion de la isoforma atipica PKCC.

Cabe sefialar que el tratamiento con HTs no produjo cambios en la expresion de otras
isoenzimas (9, € y 0), ni indujo la expresion proteica de la isoenzima PKCy, ausente en
ambos tipos celulares (datos no mostrados).

Como puede observarse en la Figura 19 (C y D), las HTs también incrementaron los niveles
de expresion del ARN mensajero de las isoenzimas PKCo y PKCC, en los linfocitos T
normales y tumorales, respectivamente. También las HTs fueron capaces de aumentar la

expresion del ARNm de la isoenzima PKCP en las células normales (datos no mostrados).

5.2.4 Estimulacion de la actividad de NOS en células BW 5147 mediada por HTs.

La actividad de NOS es crucial para la proliferacion de células BW y ocurre rio abajo de
PKC, por el contrario, los linfocitos T normales presentan una actividad de NOS casi
indetectable. Teniendo esto presente, quisimos estudiar si las HTs eran capaces de modular
la actividad enzimatica de NOS en las células BW y si podian incrementar los niveles

minimos presentes en los linfocitos T normales.
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Como se muestra en la Figura 20, en las células BW, el tratamiento por 24 o 48 hs con HTs,
produjo un aumento de la actividad enzimatica de NOS mayor al 50 %. Este incremento en la
formacion de ['*C]-citrulina a partir de ['*C]-arginina no fue mediado por arginasas, ya que
las mediciones efectuadas en presencia (Figura 20) o ausencia (datos no mostrados) de L-
valina, arrojaron valores similares. Sobre las células T normales en reposo o estimuladas

mitogénicamente, las HTs no fueron capaces de incrementar la actividad enzimatica de NOS.

Figura 19: Efecto de las HT's sobre la expresion de isoenzimas de PKC en linfocitos T
normales y células BW
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Células BW 5147
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Panel A: Analisis por Western-blot de isoenzimas de PKC expresadas en linfocitos T normales
estimulados con Con A y células BW5147 sincronizadas, cultivadas en ausencia (-) o presencia (+) de
T3 (10° M) o T4 (107 M), por 72 o 24 hs, respectivamente. La especificidad de los anticuerpos anti-
PKC fue verificada por la preincubacion de cada anticuerpo con el correspondiente péptido
bloqueante (datos no mostrados). Los resultados son representativos de n = 4 experimentos
independientes. Panel B: Analisis densitométricos (en unidades arbitrarias) de las bandas obtenidas
relativizadas a los valores correspondientes de 32-microglobulina usada como control de la carga de
proteina en el gel. *Difieren significativamente de sus correspondientes basales con p < 0.05. Panel
C: Analisis por RT-PCR de la expresion de los ARN mensajeros de PKCa para linfocitos T normales
y de PKC{ para células BW, cultivados como se indico arriba, en ausencia (calle 1) o presencia de T3
(calle 2) o de T4 (calle 3). Los resultados son representativos de n = 5 experimentos independientes.
Panel D: Andlisis densitométricos de las bandas obtenidas relativizadas a los valores
correspondientes de B2-microglobulina usada como “housekeeping” *Difieren significativamente de
sus correspondientes basales con p < 0.05.
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Figura 20: Efecto de las HT's sobre la actividad enzimatica de NOS en linfocitos T

normales y células BW.
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Panel A: Cuantificacion de la actividad enzimatica de NOS en linfocitos T normales en reposo
(Basal) o estimulados mitogénicamente con Con A (2 pg/ml) por 72 hs, en ausencia o presencia de T3
(10° M) o T4 (10”7 M). Panel B: Determinacion de la actividad de NOS en células BW cultivadas en
ausencia (Basal) o presencia de T3 o T4 por 24 o 48 hs. Los resultados obtenidos son el promedio +
ES de n = 4 experimentos independientes realizados por duplicado. *Difieren de sus correspondientes
valores basales con p<0.01.
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5.2.5 Las HTs ejercen la modulacién de la actividad de NOS a través de la isoenzima

¢ de PKC.

5.2.5.1 Efecto sobre la actividad enzimatica

De acuerdo a los resultados obtenidos en el item 3.1.10 que indican que en las células BW, la
isoforma atipica PKCC esta asociada a la regulacion de la expresion y actividad de NOS. Se
analiz6 entonces si esta isoforma era capaz de regular la actividad de NOS inducida por HTs.
En la Tabla 2 se muestra que el bloqueo de PKC por staurosporina o por GF109203X a una
concentracion 10 uM, pero no de 0.1 pM, fue capaz de inhibir tanto los niveles basales de
NOS como el incremento mediado por T4. Similares resultados se obtuvieron con T3.

Adicionalmente, la introduccion a las células de un anticuerpo anti-PKCC, pero no la de un
anticuerpo irrelevante anti-PKCyempleado como control de la permeabilizacion, asi como
también el péptido Ps-Myr PKCC, fueron capaces de inhibir los niveles basales y la
estimulacion de la actividad de NOS mediada por HTs (Tabla 2). Es importante sefialar que
el Ps-MyrPKCC fue capaz de inhibir la proliferacion basal (87.5 + 8 %) y la inducida por
HTs en las células BW 5147 (87 £ 9 y 95 + 8 % de inhibicion para T3 y T4 respectivamente).

5.2.5.2 Efecto sobre expresion proteica y genémica de la isoforma inducible de NOS

En base a los resultados anteriores y a la relacion encontrada entre la expresion de iNOS y la
proliferacion de las células BW, se estudi6 la expresion proteica y gendmica de esta isoforma
asi como su relacion con la isoforma £ de PKC. Para ello, se cultivaron las células BW, en
ausencia o presencia de T4, y se analizo la expresion proteica de la isoforma iNOS en estas
condiciones. Adicionalmente se extrajeron los ARN totales y se analizd6 por RT-PCR la
expresion de los ARN mensajeros para dicha isoforma. En la Figura 21 (Panel A y B) se
observa que el tratamiento con T4 por 24 hs indujo un incremento en la expresion de la
isoforma iNOS de aproximadamente un 50 %. Similares resultados se obtuvieron cuando las
células BW fueron incubadas por 24 hs en presencia de T3 (datos no mostrados). En la
Figura 21 (Panel C y D) se observa que el tratamiento con T4 en las células BW 5147,
indujo un significativo incremento en los niveles transcripcionales de iNOS. Dicho aumento
es dependiente de la actividad enziméatica de PKC, dado que la preincubacion de las células

BW tanto con el bloqueante de PKC staurosporina (1 nM, datos no mostrados), como con el
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inhibidor selectivo de PKCC, el Ps-Myr PKCC, disminuy6 la expresién del ARN mensajero

de iNOS en las células tumorales cultivadas en ausencia o presencia de T4 (Panel D).

Tabla 2: Efecto del bloqueo de la actividad enzimatica de PKC sobre la actividad de
NOS inducida por T4

Actividad de NOS (pmol/107 cel)

Tratamiento®
Basal Presencia de T4

Ninguno (Control) 95+8 14715 *
STAU 33+3" 42+3"

GF 0.1 uM 86 + 8 132£12 %
GF 10 uM 31447 46+5"
Anti-PKCC 40+ 4" 49+5"

Anti-PKCy 114 £ 10 165+ 15 *
Ps-MyrPKC( 47+5" 54+6"

* Las células BW 5147 fueron cultivadas en ausencia (Basal) o presencia de T4 (10”7 M) por 24 hs.
Los siguientes bloqueantes de PKC fueron agregados a los cultivos 90 minutos antes de la adicion de
T4: staurosporina (STAU, 1 nM), GF109203X (GF, 0.1 o 10 uM) y el pseudosustrato miristoilado de
PKCC ( Ps-MyrPKCC, 100 uM). Ademas las células fueron permeabilizadas y tratadas con una
dilucién 1:100 de los anticuerpos anti-PKCC o anti-PKCy como se indica en Materiales y Metodos.
La actividad de NOS fue cuantificada al final de la incubaciéon en presencia del bloqueante de
arginasas L-valina (50 mM). Los resultados que se muestran son el promedio + ES de n = 3
experimentos independientes. *Difieren de los correspondientes valores basales (en ausencia de T4)
con p < 0.01. # Difiere significativamente de los correspondientes valores controles con p <0.01.
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Figura 21: Regulacion por T4 de la expresion proteica y genémica de iNOS. Efecto del
bloqueo de PKC{
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Panel A: Analisis por Western-blot de la isoforma inducible de NOS en células BW cultivadas por 24
hs en ausencia (-) o presencia (+) de T4 (107 M). La especificidad del anticuerpo anti-iNOS, que
reveld una banda de 130 kDa, fue verificada por la preincubacion del mismo con su correspondiente
péptido bloqueante (datos no mostrados). Como control de la cantidad de proteina sembrada, se
revelaron las mismas muestras con un anticuerpo anti B3,-microglobulina que revel6 una banda de 12
kDa. Panel B: Analisis densitométrico en unidades arbitrarias de los niveles de expresion de iNOS
relativizados a los valores de B,-microglobulina correspondientes. Los resultados son representativos
de n = 4 experimentos independientes. *Difiere significativamente del basal con p < 0.001. Panel C:
Se midieron los niveles de ARNm de iNOS y de B,-microglobulina en células BW cultivadas en
ausencia (-) o presencia (+) de T4 por RT-PCR semicuantitativa con 3 diluciones seriadas del
templado de ADN. Los resultados mostrados son representativos de n = 3 experimentos
independientes. Panel D: Determinacion de los ARNm para iNOS en células BW cultivadas en
ausencia (calles 1y 3) o presencia (calles 2 y 4) de T4 o en presencia del bloqueante de PKCC, el Ps-
Myr PKCE (100 uM) (calles 3 y 4). M: marcador de peso molecular. Los resultados mostrados son
representativos de n = 3 experimentos independientes. Las bandas de 262 pb y 300 pb de longitud
corresponden a la isoforma iNOS y a la 32-microglobulina respectivamente.
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5.2.6 La PKC( induce la expresion y activaciéon de iNOS a través de la via de

sefalizacion del NF-xB

Con el fin de profundizar los conocimientos sobre los mecanismos de sefializacion mediados
por HTs que conducen a la expresion y activacion de iNOS via PKCC, se estudio la posible
participacion del factor de transcripcion nuclear NF-xB en dicho camino de sefializacion.
Para ello, se analizd la accion de la sulfasalazina (20 pM), un inhibidor de la quinasa
responsable de la fosforilacion del Ik-B, sobre la proliferacion y la actividad de NOS en las
células BW tratadas con T4. Como se observa en la Figura 22 (Panel A y B), la
sulfasalazina inhibi6 tanto la proliferacion de las células tumorales como la actividad de NOS
en las mismas, demostrando indirectamente la posible activacion del NF-kB en las vias de
seflalizacion inducidas por HTs y su implicancia en las acciones bioldgicas inducidas por
dichas hormonas. Adicionalmente evaluamos la activacion de NF-kB mediada por HTs y la
participacion de la PKCC en estos efectos. Para ello estudiamos la translocacion al ntcleo del
NF-xB y la presencia de su inhibidor en citoplasma por ensayos de EMSA y western blot
respectivamente, en linfocitos T tumorales sincronizados y preincubados 45 minutos en
ausencia o presencia de staurosporina (1nM) o del Ps-Myr PKCC (100 uM) y posteriormente
tratados con T4 por 15 minutos. En la Figura 23 (Panel A y B) se observa que ambos
inhibidores disminuyeron la translocacion del NF-xB al nucleo inducida por el tratamiento

con T4.

5.2.7 Activaciéon por HTs de la fosfatidil inositol-3-quinasa (PI3-K) rio arriba de PKC{

A fin de analizar las sefiales intracelulares involucradas rio arriba de PKC{ en los efectos de
HTs se estudié la posible participacion de la enzima fosfatidil inositol-3-quinasa (PI3-K).
Para ello se evalud la accion de la wortmanina, un bloqueante de PI3-K sobre los efectos
inducidos por HTs en las cé¢lulas BW. La wortmanina (1 pM) inhibié la proliferacion y la
actividad de NOS de células BW cultivadas por 24 hs en presencia de T4. (Figura 24). Es
importante sefialar que la wortmanina en las concentraciones utilizadas fue capaz de inhibir
la actividad de PKC en un 78 £ 9 %.

Estos resultados indican que la via de sefalizacion implicada en la activacion de iNOS a
través de PKCC, involucra: “up-stream” PKCCa la PI3-K y “down-stream” PKCC a la
activacion del NF-kB.
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Figura 22: Efecto de la sulfasalazina sobre la proliferacion y la actividad de NOS

inducida por T4 en las células BW
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Panel A: Cuantificaciéon de la proliferacion en células BW sincronizadas, preincubadas con
sulfasalazina y cultivadas por 24 hs en ausencia (Basal) o presencia de T4. Los resultados que se
muestran son el promedio £ ES de n = 3 experimentos realizados por triplicado. Panel B: La
actividad de NOS fue evaluada en los cultivos descriptos anteriormente en presencia de L-Valina (50
mM). Los resultados que se muestran son el promedio + ES de n = 3 experimentos independientes.
*Difiere significativamente del correspondiente basal con p < 0.01. # Difiere significativamente de
las células tratadas con T4 en ausencia de inhibidor con p < 0.01.

Figura 23: Efecto de bloqueantes de PKC sobre la activacion de NFk-B mediada por T4
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Panel A: Extractos citosolicos de células BW
sincronizadas, basal (calle 1), incubadas por 15 min
con T4 (calle 2), preincubadas con staurosporina
(1InM) o con el PS Myr -PKC { (100 uM) y luego
con T4 (calles 3 y 4 respectivamente) se analizaron
por Western Blot usando anticuerpos especificos
para las isoformas IkBa e IkBB

Panel B: Evaluacion de la traslocacion nuclear del NF-kB por EMSA a partir de extractos nucleares
de las células BW5147 sometidos a los tratamientos mencionados. Los resultados mostrados son
representativos de n = 4 ensayos realizados en forma independiente.
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Figura 24: Efecto del bloqueo de PI3-K sobre la proliferacion celular y la actividad de
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Panel A: Evaluacion de la proliferacion de células BW sincronizadas preincubadas con wortmanina
y cultivadas por 24 hs en ausencia (Basal) o presencia de T4. Los resultados que se muestran son el
promedio + ES de n = 3 experimentos realizados por triplicado. Panel B: La actividad de NOS fue
determinada en los cultivos descriptos anteriormente en presencia de L-Valina (50 mM). Los
resultados que se muestran son el promedio + ES de n = 3 experimentos independientes.

*Difiere significativamente del correspondiente basal con p < 0.01. # Difiere significativamente de
las células tratadas con T4 en ausencia de inhibidor con p < 0.01.

5.3 Accion de las hormonas tiroideas sobre las células BW 5147 a tiempos prolongados

de cultivo.

5.3.1 Efectos sobre la proliferacion celular e induccién de apoptosis

Como fuera descripto anteriormente, el tratamiento por 24 - 72 hs con HTs induce en las
células BW, un incremento de la proliferacion celular. Sin embargo, el cultivo de dichas
células a tiempos mayores o iguales a 7 dias, lleva a la inhibicion del crecimiento celular.
Como se observa en la Figura 25, a partir de los 7 dias de cultivo con T4, las células
muestran una disminucion significativa de la proliferacion que se hace maxima a los 15 dias
de cultivo. En base a estos resultados y a la morfologia celular alterada que presentaban los
cultivos en presencia de T4 a tiempos prolongados, se analizd por microscopia de
fluorescencia la morfologia nuclear mediante tincion con Hoescht. Como puede observarse

en la Figura 26 (Panel A), las células cultivadas por tiempos mayores a 7 dias presentan una
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morfologia nuclear compatible con el proceso apoptotico, es decir, presencia de cromatina
nuclear condensada, fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptoticos. Este
mecanismo fue confirmado mediante estudios de fragmentacion de ADN (técnica de “DNA
ladder”). En la Figura 26 (Panel B) se puede observar que a partir del dia 7 de tratamiento
con T4 las células sufren la fragmentacion de su ADN nuclear caracteristica de la muerte
celular por apoptosis. Estas observaciones se correlacionan con la inhibicion de la
proliferacion celular descripta anteriormente. Cabe sefalar al dia 20 de cultivo las células

presentaban un porcentaje de viabilidad menor al 10%.

Figura 25: Accion de las hormonas tiroideas sobre la proliferacion de células BW a

tiempos prolongados de cultivo
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Evaluacion de la proliferacion de células BW en crecimiento exponencial, cultivadas en ausencia
(linea roja, circulos llenos) o presencia de T4 (linea verde, circulos vacios) por los tiempos indicados.
Los resultados representan el promedio £ ES de n = 3 experimentos realizados por triplicado.
*Difieren significativamente de los correspondiente basales con p < 0.01.
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Figura 26: Induccion de la apoptosis en células BW cultivadas en presencia de T4 por

tiempos prolongados

Panel A Panel B

A B

C D
Panel A: Morfologia nuclear de células BW incubadas en ausencia, basal (A) o presencia de T4 (107
M) por 7 dias (B), 15 dias (C) o 21 dias (D) y posteriormente tefiidas con Hoescht. Las microscopias
de fluorescencia mostradas son representativas de n =4 ensayos independientes. Aumento 1000X
Panel B: Analisis de la fragmentacion del ADN nuclear en células BW cultivadas en ausencia (calle

1) o presencia de T4 (107 M) por 1, 2, 3, 5, 7, 15 y 21 dias (calles 2 a 8 respectivamente). La
electroforesis en gel de agarosa mostrada es representativa de n = 3 experimentos independientes.

1 2 3 45 6 7 8

5.3.2 Modulacion de la actividad de NOS en las células BW mediada por el tratamiento

prolongado con HTs

Para estudiar el efecto dual de las HTs sobre la proliferacion celular a tiempos cortos versus
prolongados de cultivo y profundizar los mecanismos por los cuales el tratamiento
prolongado con HTs induce un proceso apoptotico, analizamos la actividad de NOS. Como
seflalamos anteriormente (Figura 20, Panel B), el tratamiento con HTs por 24 - 48 hs,
induce un aumento de la actividad de NOS, pero el cultivo con T4 por tiempos prolongados

mostroé un fuerte incremento entre los 5 y 10 dias de cultivo, significativamente mayor al
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inducido por HTs a tiempos cortos de cultivo (Figura 27). Similares resultados fueron
observados cuando se evalu6 la produccion de nitritos (Tabla en Figura 27). A tiempos
mayores, estos valores decaen acompanando la pérdida significativa de células viables, hasta
alcanzar al dia 21 de cultivo, cuando hay un porcentaje de viabilidad inferior al 10%, valores

por debajo del control.

Figura 27: Efecto del tratamiento prolongado con HTs sobre la actividad de NOS y la

produccion de nitritos.

Tiempo de Produccion de NO,

350 4 incubacion (uM)
300 A K # Basal 3.27+0.23
*# T KH
250 - T T 3 5.34 £ (0.38*
200 A % 5 7.19 £0.52%
T
150 7 T 7 8.32 + 0.60*
T4
U 10 8.15 + 0.60*
0 - %
> % 15 3.89+0.28

Basal 3 5 7 10 15 21 21 0.65 £0.05*
Tiempo (dias)

Cuantificacion de la actividad de NOS en células BW en crecimiento exponencial, cultivadas en
ausencia (Basal) o presencia de T4 por los tiempos indicados. Los resultados obtenidos son
representativos de n = 4 experimentos independientes realizados por duplicado. *Difieren del valor
basal con p<0.01. *Difieren del tratamiento por 3 dias con T4 con p<0.01. La produccién de nitritos
en los sobrenadantes de estos cultivos se muestra en la tabla adjunta. Los resultados mostrados son el
promedio £+ ES de n = 5 experimentos realizados por triplicado. *Difiere significativamente del valor
basal con p < 0.05.

5.3.3 Efecto sobre la expresion proteica y genémica de iNOS y de PKC{
Dada la estrecha relacion entre las actividades de PKCC e iNOS demostrada anteriormente y

considerando que el tratamiento prolongado con T4 indujo un marcado aumento de la

actividad de NOS, se estudid la expresion proteica y genémica de ambas isoenzimas.
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Figura 28: Expresion proteica y genémica de iNOS y PKCC por el tratamiento

prolongado con T4
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Panel A: Analisis por western blot de la expresion proteica de iNOS y PKCC en células BW en
crecimiento exponencial, cultivadas en ausencia, basal (calle 1), o en presencia de T4 (10”7 M) por 1,
3, 7 y 15 dias (calles 2 a 5 respectivamente). Panel B: Expresion genomica de iNOS y PKCC en
células BW cultivadas en ausencia, basal (calle 1), o en presencia de T4 por 1, 3, 5, 7 y 15 dias (calles
2 a 6 respectivamente). M: marcador de PM. En los paneles inferiores se muestran las
correspondientes bandas de [B,-microglobulina. Los resultados son representativos de n = 4
experimentos independientes.
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Como puede observarse en la Figura 28 (Panel A y B) la incubacion de las células BW con
HTs por tiempos prolongados incremento la expresion proteica y gendmica de iNOS. Esta
expresion se mantuvo elevada hasta los 7 dias de cultivo para decaer al dia 15 cuando
comienza una franca pérdida de la viabilidad celular. Por el contrario, la expresion de PKCC
se mantuvo elevada hasta el dia 3 de cultivo, para luego disminuir considerablemente, atn a

aquellos tiempos en los que se observa una alta expresion de iNOS.
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6. DISCUSION

1. Papel diferencial de isoenzimas de PKC y NOS en la funcion de linfocitos T

normales y tumorales:

Las actividades de PKC y NOS juegan importantes roles en la regulacién de las
funciones celulares. A nivel linfocitario, la PKC es una de las primeras sefales
bioquimicas que se pone en marcha durante la activacion celular y conduce a la
proliferacion (Saijo y col., 2003; Baier, 2003; Lucas y col., 2004). Por su parte, la
produccion de NO inducida por una variedad de estimulos inmunolégicos (tales como el
TNFa, el IFNy, el LPS) en macrofagos y neutrofilos, entre otros tipos celulares, tiene
acciones citotoxicas y es requerido para combatir infecciones y tumores (Liew, 1995;
Lirk y col.,, 2002; Mori y Gotoh, 2004). Actualmente se sabe que los distintos
componentes celulares del sistema inmune tienen una expresion diferencial de
1soenzimas de PKC y NOS a los que se les han atribuido funciones determinadas (van
der Veen, 2001; Tan y Parker, 2003). Sin embargo el rol exacto que las mismas
cumplen en dichas células no ha sido aun completamente esclarecido.

Primeramente estudiamos el papel de estos caminos enzimaticos en la proliferacion de
células del linfoma T BW 5147 en comparacion con linfocitos T normales en reposo o
estimulados mitogénicamente. Las células del linfoma T murino BW exhibieron una
incrementada actividad total de PKC y una mayor translocacion de PKC a la membrana
respecto de los valores hallados en linfocitos T normales inducidos mitogénicamente.
En los linfocitos T normales se observo una disminucion de la actividad de PKC en
ausencia de calcio, mientras que este hecho practicamente no modificoé dicha actividad
en las células BW, puntualizando en este tipo celular la prevalencia de isoformas de
PKC independientes de calcio. Cabe destacar que la proliferacion inducida por Con A
en las células normales fue inhibida por bloqueantes de calcio (verapamil y BAPTA)
que no afectaron el crecimiento de las células tumorales.

Adicionalmente, agentes bloqueantes de los caminos de sefializacion rio arriba de PKC,
tales como genisteina o NCDC que inhiben la accién de TPK y PLC respectivamente,
inhibieron eficazmente la proliferacion de ambos tipos celulares. Sin embargo, el
GF109203X, wun potente inhibidor de las isoenzimas clasicas de PKC, pero débil
inhibidor de las isoformas atipicas calcio-independientes (Way y col., 2000), bloque6
eficientemente la proliferacion de las células T normales a concentraciones de 0.1 uM,

mientras que inhibio la de las células tumorales a altas dosis (10 uM). Estos resultados
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permiten inferir que las isoenzimas de PKC juegan un rol jerarquico diferencial en la
activacion de los linfocitos T normales y tumorales. Ademads la mayor translocacion de
PKC observada en las células BW respecto de la activacion fisioldgica inducida por el
estimulo mitogénico en los linfocitos normales sefalaria un mecanismo de transduccion
diferencial que contribuiria a la proliferacion sostenida de las células BW. De hecho, se
ha propuesto una correlacion entre la actividad de PKC y la velocidad de crecimiento
celular, como también un paralelismo entre la inhibiciéon de PKC y la induccion de la
diferenciacion en células linfoides (Clemens y col., 1992; Baier, 2003).

Varias evidencias experimentales indican que las isoenzimas de PKC estan localizadas
en tejidos especificos y que las diferentes isoformas estarian relacionadas con la
proliferacion o diferenciacion linfocitaria (Clemens y col., 1992; Saijo y col., 2003; del
Rio y col., 2004). Por ende se estudio el perfil de las isoenzimas de PKC principalmente
implicadas en estos procesos (Fulop y col., 1995; Cipriani y col., 2002). Se encontr6d
que los linfocitos T normales en reposo o activados con Con A expresan las isoformas
calcio dependientes a y B, asi como también la nPKCO, y poseen niveles detectables de
ey C, pero no expresan la isoenzima y. En concordancia con estos resultados y también
en linfocitos T murinos en condiciones de reposo, Mischak y col. (1991) demostraron la
expresion de los ARNm para las isoformas o y B, con bajos niveles para los
correspondientes de las isoenzimas € y ¢, pero no para la isoforma y. Ademas mostraron
una estrecha correlacion entre la expresion proteica y los niveles de los ARNm. Es
conocido el importante papel que juegan las isoenzimas o y B en la proliferacion y
diferenciacion tanto de linfocitos T como B (Cipriani y col., 2002; Moreno-Garcia y
col., 2005). Con respecto a la isoforma 0, se conoce actualmente el papel preponderante
que la misma cumple en la sinapsis inmunolédgica de los linfocitos T que lleva a su
activacion (Meller y col., 1999; del Rio y col., 2004). También se encontrd que la
expresion proteica de cPKC o y B es regulada progresiva y positivamente por la
estimulacién con Con A y esto esta correlacionado con el incremento en la proliferacion
celular. Estd demostrado que varios estimulos, incluyendo los mitégenos, inducen
cambios en la expresion proteica y genomica de isoenzimas de PKC en linfocitos T
(Isakov y col., 1992; Tan y Parker 2003). Asi, fue descripto en timocitos murinos una
disminucion en los niveles de proteina de PKC B dentro de las 24 hs de estimulacion
mitogénica con PMA y ionomicina (Strulovici y col., 1991) y una temprana pero

transiente pérdida de los ARNm de PKC B y a (Freire-Moar y col., 1991). Sin embargo
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y en concordancia con nuestros resultados, Isakov y col. (1992) demostraron que la
estimulacion mitogénica de células T humanas maduras estd acompafiada de un
incremento de 4 a 5 veces en los niveles de ARNm de PKC a y B, con un pico a las 48
hs y correlacionado con el aumento de la proliferacion celular. Las diferencias entre
estos resultados indican que estos cambios son dependientes del tiempo, del estimulo y

del tipo celular.

Las células BW 5147, por su parte, tienen bajos niveles detectables de la isoforma B,
con niveles mayores y similares de o y 9, y no expresan las isoenzimas y y 0. Es
interesante destacar que en estas células se encontré una expresion aumentada de la
isoenzima atipica, calcio independiente PKCC. Estos resultados son concordantes con el
hecho de que en las células tumorales, tanto la actividad de PKC como la proliferacion
celular son principalmente independientes de calcio. Numerosos reportes en bibliografia
asocian a la PKC{ y a la PKCP con procesos altamente proliferativos y de
diferenciacion celular respectivamente. En tal sentido Goodnight y col. (1994) han
descripto una elevada expresion proteica y del ARNm de PKCC en neoplasias de
linfocitos B. También se ha relacionado una alta expresion de la isoforma B con la
acelerada diferenciacion de células leucemicas (Melloni y col., 1990), mientras que la
diferenciacion final de linfocitos B a células plasmaticas secretoras de anticuerpos esta
acompafada de la pérdida de esta isoenzima (Mischak y col., 1991). Adicionalmente se
ha descripto que la falta de PKC{ impide selectivamente los caminos de sefializacion
activados por el receptor de células B lo que resulta en la inhibicion de la proliferacion y
de la supervivencia celular (Martin y col., 2002). Teniendo en cuenta estas evidencias y
nuestros resultados, es posible que el incremento en la isoforma de PKCB observado
durante la estimulacion mitogénica de las células T normales condujera a una activacion
eficiente pero limitada, que lleve a la diferenciacion de células inmunes efectoras,
mientras que los bajos niveles de esta isoenzima junto con los altos niveles de la
isoforma ¢ fueran responsables del patron hiperproliferativo de las células BW 5147. Es
decir que estos resultados avalan la participacion diferencial de las isoformas de PKC en

la activacion de células T normales y tumorales.

Por otra parte, el inhibidor de NOS, L-NAME, inhibi6 la proliferacion de las células

tumorales, pero no afectd la de las células normales. Se estudié entonces la actividad de
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NOS en ambos tipos celulares y se encontrd que las células BW 5147 exhibian altos
niveles de dicha actividad enzimadtica, a diferencia de las células normales que, en
reposo, tienen niveles comparativamente mucho menores y que, ademas, no se
modifican por estimulacién mitogénica. Estos altos niveles de actividad enddgena de
NOS podrian contribuir a la sobrevida de las células tumorales, protegiéndolas de
mecanismos apoptoticos (Lala y Chakraborty, 2001; Rao, 2004) o bien estar
relacionados con su alta tasa proliferativa.

Aun no es completamente conocido el rol que el NO cumple en las funciones
linfocitarias. De hecho su papel en el control del crecimiento celular es controversial,
pues se ha demostrado que el NO puede inducir tanto la estimulacién como la inhibicion
del crecimiento en varios tipos celulares (Sciorati y col., 1997). El NO tiene efectos
anti-proliferativos para los linfocitos T (van der Veen y col., 2000; Macphail y col.,
2003; Powell y col., 2003), aunque también en monocitos de sangre periférica humanos
se ha reportado un efecto potenciador en la proliferacion inducida por mitéogenos (Efron
y col., 1991). El pobre incremento en la actividad de NOS inducido por el estimulo
mitogénico en células T normales podria estar relacionado con el efecto dual del NO.
De esta forma, el NO a concentraciones fisiolégicas seria necesario para una
proliferacioén controlada durante el curso de la respuesta inmune, en la que se requiere
tanto de la expansion como de la diferenciacion celular. Sin embargo, en las células BW
5147, el panorama parece ser diferente por dos motivos, por un lado, la actividad de
NOS es elevada aun en células arrestadas por deprivacion de SFB y por otro, la
induccion de la proliferacion estuvo acompanada de un significativo incremento de
dicha actividad. Se ha descripto que el NO regula positivamente el crecimiento de otros
tipos celulares incluyendo fibroblastos (Sciorati y col., 1997), células endoteliales
(Ziche y col., 1994), mesangiales (Sheu y col., 2005) y neuroblastos (Cayre y col.,
2005). También se ha demostrado que la adicion de arginina, sustrato de la NOS,
incrementa significativamente la proliferacion celular inducida por prolactina en células
Nb2 del linfoma T de rata prolactina-dependiente (Dodd y col., 2000).

La L-arginina puede ser metabolizada por un camino alternativo que la convierte en L-
ornitina y urea, reaccion que es catalizada por la enzima arginasa y donde la L-ornitina
es luego transformada en L-citrulina (Gouyao, 1998). La actividad de NOS fue
cuantificada a través de la conversion de [14C]-arginina en ["*C]-citrulina. Para descartar
la formacion de ['*C]-citrulina por vias metabolicas alternativas los ensayos de

actividad de NOS se realizaron en ausencia y presencia del inhibidor de arginasas, la L-
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valina. Este inhibidor no tuvo efecto sobre la formacion de ['*C]-citrulina. Esto, sumado
al hecho de que dicha formacién es inhibida por L-NMMA, indica que la misma es
reflejo de la actividad de NOS en las células BW 5147.

Por otra parte, los quelantes de calcio EGTA y BAPTA no afectaron significativamente
la actividad de NOS, lo que sugiere una importante participacion de la isoenzima
inducible de NOS, calcio-independiente. Para confirmar si esta isoenzima se encontraba
involucrada en las vias de senalizaciéon que conducen a la proliferacion de las células
BW, se determind su actividad en presencia de inhibidores selectivos de dicha
isoenzima. Tanto la actividad enzimatica como la producciéon de nitritos fueron
inhibidas por AG y SMT a dosis que bloquean selectivamente la iNOS (Szabd y col.,
1994) y de un modo similar al del inhibidor irreversible de NOS, el DPI, aunque en
menor medida que el L-NMMA. El hecho de que el DPI sea menos efectivo en inhibir
la NOS que el L-NMMA podria estar relacionado con su efecto sobre otras enzimas que
actuan como donantes de electrones para el DPI (O’Donnell y col., 1993).

En este trabajo se confirmé la expresion proteica y del ARN mensajero de iNOS
unicamente en las células BW tanto en condiciones de arresto celular como en
crecimiento exponencial, existiendo una induccion de ambas expresiones en presencia
del estimulo proliferativo del SFB. Estos resultados puntualizan la importancia de la
isoforma inducible de NOS sobre el crecimiento de las células tumorales. Cabe sefialar
que se ha demostrado la presencia del ARNm para iNOS en clones de células Thl
especificos para malaria luego de la estimulacidén antigénica, pero no en clones Th2
(Taylor-Robinson y col., 1994). También se ha encontrado la expresion constitutiva del
ARNm de iNOS en células ATL (leucemia T adulta humana) y en lineas celulares T
infectadas con el virus de la leucemia de células T humana (Sonoki y col., 1999; Moriy
col., 1999). Asi mismo, en una linea de ATL positiva para iNOS (la K3T) se encontr6
que el inhibidor de NOS, L-NMMA, impide el crecimiento y fragmentacion del ADN
nuclear, sugiriendo que el NO podria estar involucrado en la naturaleza invasiva de las
células ATL (Sonoki y col., 1999). La expresion constitutiva de iNOS se ha demostrado
en c¢lulas de leucemia linfocitica cronica de células B (Zhao y col., 1998), en linfomas
B no-Hodgkin y en mielomas multiples (Mendes y col., 2001). Esta expresion estaria
relacionada con el fenotipo maligno, indiferenciado e hiperproloferativo de las células
BW. De hecho se ha postulado la participacion de la iNOS en la induccion in vitro de un

fenotipo maligno e indiferenciado en queratinocitos humanos (Chunglok y col., 2004).
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Por otra parte, inhibidores de PKC bloquean parcialmente la alta actividad de NOS en
las células BW, indicando que la misma ocurre rio abajo de la activacion de PKC. De
hecho actualmente es conocido que la activacion por ésteres de forbol de las isoenzimas
cPKC y nPKC, pero no de las aPKC, incrementan la expresion de NOS y/o su actividad
en varios tipos celulares (Hortelano y col., 1993; Momose y col., 2000; Hirose y col.,
2001). Adicionalmente, la introduccion de un anticuerpo anti-PKCC, la isoforma mas
abundante en las células tumorales, disminuy6 tanto la proliferacion celular como la
actividad de NOS en las células tumorales y no tuvo efecto en los linfocitos T
estimulados mitogénicamente. Otros autores han demostrado previamente, que la
introduccion intracelular de anticuerpos dirigidos contra la region carboxi-terminal de
isoformas especificas de PKC, capaz de modificar las funciones fisiologicas de
diferentes tipos celulares (Leli y col., 1992, Gollapudi y col., 1995), incluyendo a los
linfocitos T (Szamel y col., 1997). En concordancia con nuestros resultados, estudios
previos en células mesangiales de rata, demostraron que la sobreexpresion de la
isoforma PKCC incrementa la expresion de la isoenzima inducible de NOS (Miller y
col., 1997) y que en macrofagos, el incremento de la activacion de PKCC seria uno de
los mecanismos que lleva a la induccidbn de iNOS mediada por productos de
glicosilacion (Wu y col., 2003). El hecho de que el anticuerpo anti-PKCC no fuera capaz
de inhibir completamente la actividad de NOS o la proliferaciéon de las células BW
indica que probablemente se encuentren presentes otras isoformas de PKC involucradas
en estas funciones o bien que el bloqueo de la actividad de PKCE no es total. Cuando
empleamos el inhibidor especifico de PKCC, el Ps-Myr PKCC, encontramos una
inhibicion casi completa de la proliferacion y de la actividad de NOS, lo que si bien no
permite descartar completamente la contribucion de otras isoformas, permite aseverar la
importancia radical de la PKC( en estos eventos celulares.

Varias evidencias experimentales muestran que las aPKCs juegan un importante rol en
el control del crecimiento y de la sobrevida celular (Moscat y Diaz-Meco, 2000). Asi,
estd descripto que la PKC( es critica en la transduccion de sefiales mitogénicas en
ovocitos (Berra y col., 1993), mientras que la aPKCrt protege a las células humanas
leucémicas de la apoptosis inducida por drogas (Murray y Fields, 1997). Mads aun, esta
descripto la induccion del arresto celular y la apoptosis de linfocitos B por el cross-
linking de las inmunoglobulinas (Igs) de superficie, que lleva a la regulacion negativa

del ARN mensajero de PKCC (Tsutsumi y col., 1992; An y Knox, 1996).
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Los resultados descriptos en primer lugar evidencian la estrecha interrelacion entre los
caminos enzimaticos de PKC y NOS en células linfoides T tumorales, a diferencia de lo
que ocurre en células normales, asi como también su participacion en la proliferacion
celular. La hiperproliferacion de las células BW5147 estaria relacionada con una
hiperactividad de PKC y con una mayor participacion de las isoenzimas calcio-
independientes, principalmente de la PKCC. Esta actividad es en particular responsable
de la induccidn de la actividad de NOS que podria proteger a las células BW de senales
apoptdticas, contribuyendo de esta forma a la sobrevida celular y contribuyendo al

fenotipo maligno de las células tumorales.

2. Acciones de las HTs sobre la funcionalidad de linfocitos T normales y

tumorales.

2.1. Efectos sobre la proliferacion

Las hormonas tiroideas ejercen una amplia variedad de efectos sobre la funcionalidad
linfocitaria, aunque su papel inmunoregulador, asi como los mecanismos intervinientes,
no han sido completamente esclarecidos. Ademas, existen evidencias que sugieren la
modulaciéon por hormonas tiroideas de diversos mecanismos que intervienen en
procesos neoplésicos y se ha descripto la accion de estas hormonas en el desarrollo y
crecimiento tumoral. Sin embargo, los resultados hasta la fecha no son concluyentes.

En este trabajo analizamos el efecto que las HTs ejercen sobre la proliferacion de
linfocitos T normales y tumorales y las cascadas intracelulares involucradas. Dada la
importancia que las actividades de PKC y NOS presentan en la regulacion de las
funciones celulares y en el control de la proliferacion celular, estudiamos la modulacion
mediada por HTs de ambas enzimas. A tiempos cortos de cultivo (hasta las 72 hs para
las células tumorales y hasta los 5 dias para las normales) encontramos que tanto la T3
como la T4 fueron capaces de estimular la proliferacion de los linfocitos tumorales, pero
no la de linfocitos T normales en reposo, aunque incrementaron la respuesta de células
normales inducidas mitogénicamente tal como fuera descripto previamente (Keast y
Taylor, 1982). Los efectos de las HTs fueron dependientes de la concentracion
hormonal tal como quedd evidenciado por las curvas dosis-respuesta evaluadas

mediante incorporacion de [’H]-TdR. Cabe sefialar que los efectos de las HTs no fueron
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evidentes en células BW en crecimiento exponencial en condiciones dptimas de cultivo
(RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB), lo cual estaria relacionado con la
presencia de otros factores de crecimiento presentes en el SFB que solapan las acciones
de las HTs. Sin embargo la induccion de la proliferacion celular en las células BW fue
confirmada por los experimentos de marcaciéon con CFSE que mostraron que las HTs
fueron capaces de inducir la division de células arrestadas. En apoyo de estos resultados
Alisi y col. (2004) demostraron que las HTs son capaces de controlar la progresion del
ciclo celular principalmente durante la transicion G1/S.

Es de destacar que las acciones proliferativas fueron mediadas por T3, dado que el PTU
que inhibe la conversion de T4 en T3 (De Sandro y col., 1991) disminuy¢ los efectos
inducidos por T4 en ambos tipos celulares.

Los inhibidores de PKC, staurosporina y GF109203X, este tltimo en una concentracion
10 uM, fueron capaces de inhibir los efectos inducidos por HTs sobre la proliferacion de
ambos tipos celulares. Es importante sefialar que concentraciones menores (0.1uM) de
GF109203X, solo pudieron inhibir la proliferacion de las células normales, sin afectar la
de las tumorales. Estos resultados indican que diferentes isoformas de PKC podrian estar
involucradas en los efectos mediados por HTs sobre la activacion de células T normales
y tumorales.

Adicionalmente, la incubacion con T3 o T4 durante 24 a 72 hs indujo un incremento en
el contenido total de PKC, y en la actividad de PKC asociada a membrana en ambos
tipos celulares. En las células BW arrestadas, solo el aumento en la actividad de PKC
inducida por HTs es capaz de estimular su proliferacion. En cuanto a los linfocitos T
normales, el aumento de PKC mediado por HTs no es suficiente para estimular la
proliferacion de las células en reposo, ya que es sabido que para ello es necesario el
incremento de calcio citosolico como sefal adicional (Altman y col., 1992; Chakrabarti y
col., 1999). En efecto, el bloqueante extracelular de calcio, verapamil, asi como también
el quelante intracelular de alta afinidad, BAPTA, inhibieron las acciones de HTs sobre la
proliferacion inducida por Con A en las células normales, pero no tuvieron un efecto
significativo sobre la proliferacion de las células BW 5147. Ademas, los linfocitos T
normales pre-incubados por 24 o 48 hs con T4 y estimulados por 15 minutos con Con A,
presentan una mayor translocacion de PKC respecto de los controles pre-incubados en
ausencia de HTs, sugiriendo que las HTs podrian regular positivamente la PKC a través

de una accion genomica. En cambio, la translocacion rapida y transitoria de PKC
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inducida por HTs, observada tnicamente en las células BW, indicaria que las HTs
ejercerian acciones tanto gendmicas como no-genomicas en este tipo celular.

Las HTs son conocidos moduladores de las sefiales de transduccion y varias evidencias
experimentales demuestran que son capaces de inducir acciones genomicas y no-
gendmicas sobre la cascada bioquimica de PKC en varios tipos celulares. De hecho,
Krasilnikova y col., (2002) mostraron en un modelo de hipotiroidismo inducido
farmacoldgicamente que la disminucién de los niveles séricos de T3 y T4 fue
acompafiada de una menor actividad total de PKC en higado. En contraste y también en
condiciones hipotiroideas, se describio la regulacion positiva de la expresion y actividad
de PKC en miocitos ventriculares de rata (Rybin y Sternberg, 1996; Shimoni, 1999).
También se demostrd que la T3 y la T4 regulan el crecimiento de hepatocitos de
embriones de pollo a través de la activacion de PKCo y MAPK (Alisi y col., 2004). Mas
aun en células HeLa en cultivo, la PKC es critica para el mecanismo por el cual las HTs
inducen la_fosforilacion rapida y la translocacion nuclear de MAPK (Lin y col., 1999) y
la subsiguiente potenciacion de las acciones antivirales e inmunomodulatorias del IFNy

(Liny col., 1996).

Para caracterizar la modulacion diferencial de PKC mediada por HTs y su papel en la
proliferacion de linfocitos T normales y tumorales, se analiz6 el patron de isoenzimas en
ambos tipos celulares antes y después del tratamiento con HTs. Se encontrd que ni la T3
ni la T4 modificaron el perfil de expresion de PKC exhibidos por cada tipo celular. Sin
embargo, en los linfocitos T normales tratados con Con A, ambas hormonas
incrementaron los niveles de las isoformas de PKC calcio-dependientes, o y B8, mientras
que en las células tumorales aumentaron la expresion de la isoforma atipica C. Es
importante remarcar que estas son las principales isoenzimas involucradas en la
modulacion de la proliferacion de cada tipo celular. Ademas, vale recordar que la PKC
o y B son isoenzimas calcio-dependientes y esto refuerza el hecho de que sea necesario el
aumento del calcio intracelular que tiene lugar en presencia de Con A para las acciones
proliferativas de HTs en los linfocitos T normales. Por otra parte en las células BW, en
las que la isoforma calcio-independiente C es crucial para la proliferacion, el estimulo
HTs es suficiente para inducir la division celular. Se han descripto cambios en los niveles
de expresion de isoenzimas de PKC inducidos por HTs en otros tipos celulares. Asi,

Rybin and Sternberg (1996) mostraron una reduccion en los niveles de PKC a y ¢
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dependiente de T3 en miocitos de ratas neonatas y de PKCe en miocitos de ratas adultas,
sin modificaciones en las isoformas 6 o {. También se encontraron diferencias en los
niveles de PKCa inducidos por el hipotiroidismo y modificados por la terapia de
reemplazo con T4 en higado de rata (Meier y col., 1991). Se demostré que la T3
incrementa la PKCa, pero no la B, o la g, en células endoteliales de vena umbilical
humana (Baumgartner-Parzer y col., 1997). Teniendo en cuenta estas evidencias y
nuestros resultados, se puede asignar un papel a las HTs como moduladoras de la
expresion de isoenzimas de PKC en diferentes tipos celulares y tejidos.

Se han encontrado resultados diferenciales sobre la participacion de NOS en las
acciones mediadas por HTs en linfocitos normales y tumorales. Las acciones
proliferativas de HTs fueron acompanadas de un incremento en la actividad de NOS en
las células de linfoma, pero no en células T normales. La activaciéon de NOS inducida
por HTs en las células BW 5147 se correlaciondé con un incremento en los niveles
proteicos y de ARNm de iNOS. Datos de la bibliografia muestran que las HTs modulan
la actividad de NOS en varios tejidos. Se ha encontrado el aumento de la liberacion del
NO por células fagociticas de liquido bronco-alveolar en ratas adultas hipertiroideas,
respecto de los valores hallados en controles eutiroideas (Huffman y col., 2000). El
tratamiento in Vvivo, por 3 dias con T3, induce similares efectos sobre la actividad de
NOS en higado de rata, que fueron revertidos a los valores controles después de 3 dias
sin hormona (Fernandez y col., 1997). También McAllister y col. (2005) mostraron una
marcada vasodilatacion basal, producida por una excesiva produccion de NO endotelial,
en pacientes hipertiroideos, que fue corregida por el restablecimiento del estado

eutiroideo.

Para investigar la relacion entre las actividades de PKC y NOS se analiz6 el efecto de
bloqueantes de PKC. Tanto la staurosporina como el GF109203X a la concentracion
que bloquea todas las isoformas de PKC, fueron capaces de inhibir la activacién de
NOS basal y la inducida por HTs. Ademas, la preincubacién de las células BW con el
pseudosustrato especifico de PKCE, Myr-PKCCPS a concentraciones que inhiben la
actividad de PKCC (Dlugosz y col., 2002; Parmentier y col., 2003) asi como también la
introduccion intracelular de un anticuerpo anti-PKC(, fueron capaces de bloquear tanto
la actividad de NOS basal como la mediada por HTs. Estos resultados sugieren

fuertemente el rol de la PKCE como un posible mediador rio arriba de la activacion de
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NOS inducida por las HTs. Esto fue confirmado pre-incubando a las células BW en
condiciones basales o estimuladas con T4, con el Myr-PKCCPS o con la staurosporina,
lo que provocé la reduccion de los niveles del ARNm de iNOS. Se ha demostrado que
la isoforma £ de la PKC est4 involucrada en la induccion de la expresion de iNOS en
células murinas RAW264.7 (Wu y col., 2003). Mas atin se ha comprobado la regulacion
positiva del gen de iNOS por otras isoenzimas de PKC. Por ejemplo, se ha descripto que
la isoenzima Ca*"-independiente, PKCe, regula positivamente la expresion proteica y
del ARNm de iNOS en el corazon (Bolli y col., 1998) y parece ser critica para la
induccién de iNOS en macréfagos murinos (Castrillo y col., 2001).

Se estudiaron entonces las cascadas bioquimicas inducidas por las HTs, en las que
participa la PKCC y que conducen a la activacion de NOS. Comprobamos que las HTs
son capaces de activar al factor nuclear NF-xB, rio abajo de PKCC, por induccion de la
degradacion del IkB-a e IkB-8 en citoplasma. Este efecto es bloqueado por
staurosporina y por el pseudosustrato inhibidor especifico de la PKCC. Los caminos
intracelulares via PKCE que llevan a la activacion del NF-xB fueron investigados en
varios tipos celulares. Asi, la activacion de receptores Toll en células epiteliales y
monociticas humanas lleva a la activacion de PKCC y subsecuentemente a la
transactivation de la subunidad p65/RelA del NF-kB (Teusch y col., 2004). También se
ha descripto que la estimulacion de células miometriales humanas por LPS lleva a la
activacion de PKCC y a la translocacion nuclear de p65 del NF-kB (Dallot y col., 2005).
Ademés se ha comprobado que la expresion de moléculas de adhesion esta
transcripcionalmente regulada por el factor NF-kB via una cascada de reacciones que
involucra a la PLC, a la PI3K y a las PKC a y { (Min y col., 2005). Precisamente,
nuestros resultados sefialarian que rio arriba de PKC( participa la PI3-K, dado que el
bloqueo de la misma por wortmanina llevo a la inhibicion de la proliferacion y de la
actividad de NOS inducidos por HTs. Cabe sefialar que la PI3-K es la via de activacion
preferencial para la activacion de isoforma atipica { en varios tipos celulares
incluyendo los linfocitos (Gomez y col., 1996 ; Martin y col., 2001; Hirai y Chida,
2003) y que la sulfasalazina, inhibidor de la quinasa que fosforila al 1kB, también
impidio el aumento mediado por HTs tanto de la proliferacion como de la actividad de
NOS.

Varias evidencias experimentales sefialan la capacidad de las HTs de inducir la

activacion de NF-kB en diversas células y tejidos. Por ejemplo se vio que la T3
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administrada in vivo, en ratas, activa el NF-kB hepatico y que esta respuesta coincide
con el inicio de la calorigénesis y el incremento del consumo de O, hepatica, es decir
que esta relacionado con las acciones biologicas de la T3 en higado (Tapia y col., 2003;
Fernandez y col., 2005). Se ha descripto una elevada respuesta inflamatoria pulmonar
por exposicion a ozono en el estado hipertiroideo, que incluye un aumento paralelo en la
activacion del NF-xB y en la regulacion positiva de la produccién de citoquinas
(Huffman y col., 2002). Por otra parte también se ha descripto la induccion de iNOS
mediada por NF-kB en varias situaciones experimentales (Aktan y col., 2003 ; Hey
Kogut, 2003).

Es decir, que el mecanismo involucrado en el aumento de la proliferacion en las células
BW incluiria, la activacion de PI3-K con la consecuente estimulacion de PKCE la que
llevaria a la translocacion nuclear de NF-xB con la posterior induccion de la iNOS.
Finalmente, nosotros aqui mostramos en primer lugar una accion proliferativa de las
HTs en linfocitos T normales y tumorales involucrando diferencialmente las actividades
de PKC y NOS. En células normales los efectos estin mediados via activacion de las
isoformas de PKC convencionales y requieren la sefial adicional dada por el estimulo
mitogénico, sin tener efecto sobre la actividad de NOS. Esto podria ser traducido como
una respuesta controlada y explicaria otros estudios que sostienen el incremento en la
respuesta inmunolédgica en condiciones hipertiroideas (Klecha y col., 2000 y 2006). En
las células BW, sin embargo, la aPKC( es la principal isoenzima involucrada en las
acciones de las HTs y en las mismas cumple un papel importante la NOS. Mas
especificamente hemos encontrado una regulacion positiva de la iNOS, isoforma que es
crucial para la proliferacion de estas células tumorales.

Pillay (1998) ha indicado que la administracion de HTs en casos selectivos de
hipotiroidismo congénito, que estan acompafiados de una severa inmunodeficiencia,
permitirian corregir la falla inmunolégica. También la deficiencia de HTs podria alterar
significativamente el balance entre la viabilidad/crecimiento del tumor maligno versus
la muerte celular (Hercberg, 1999).

El mejor entendimiento de los mecanismos bioquimicos inducidos por las HTs en el
control de la proliferacion linfocitaria podria ser 1util para caracterizar su rol
fisiopatologico sobre los procesos normales e hiperproliferativos que cursan con

anormalidades inmunoldgicas y sentar las bases para su regulacion.
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2.2. Efectos sobre la apoptosis:

En las células BW el tratamiento in vitro a largo plazo con HTs, contrariamente a lo
observado a tiempos cortos de cultivo, llevdo a la disminucion de la respuesta
proliferativa que se vid6 acompanada por la induccion de la apoptosis celular. A partir
del quinto dia de cultivo las células comienzan a tener morfologia nuclear compatible
con el proceso apoptdtico y fragmentacion del ADN nuclear. Dicho proceso se
incrementa progresivamente hasta que a tiempos mas largos de cultivo (21 dias) la
viabilidad es menor al 10%. Cabe sefalar que en linfocitos T normales estimulados
mitogénicamente no fue posible realizar similares estudios in vitro dado que estas
células, que presentan el pico proliferativo al tercer dia de cultivo, evidencian un alto
porcentaje de apoptosis ( = 68 %) luego del quinto dia, atin en ausencia de HTs. Estos
ensayos se han efectuado con T4 dado que es la hormona habitualmente empleada en las
terapias de reemplazo en pacientes hipotiroideos por su mayor vida media en
comparacion con la de T3. La tiroxina presenta una potencia constante y una
prolongada accidn a través de su conversion a T3 en los tejidos periféricos. Por esta
razén y a fin de conseguir en cultivo niveles mas constantes de HTs se emple6 solo T4.

En concordancia con nuestros resultados Mihara y col., 1999 demostraron que el cultivo
por 15 dias con HTs de células Jurkat, linfoma T humano, inducia la apoptosis celular y
que linfocitos de pacientes con enfermedad de Graves mostraban una apoptosis mayor
que aquellos correspondientes a individuos normales eutiroideos. Estos resultados y los
nuestros sugieren que las HTs, tanto in vivo como in vitro, tienen la capacidad potencial
de inducir la muerte celular por apoptosis de linfocitos sometidos a tratamiento

prolongado con HTs.

Se ha reportado en bibliografia numerosos estudios que avalan la capacidad de las HTs
de inducir apoptosis en diversos tipos celulares y tejidos (Varga y col., 1999; Varas y
col., 2002; Jorns y col., 2002; Lee y col., 2002; Upadhyay y col., 2004) o de potenciar la
apoptosis inducida por retinoides (Hara y col., 2000). También es conocido el papel
protector de la apoptosis que las HTs cumplen en la neurogenésis por los importantes
efectos deletereos del hipotiroidismo en el desarrollo neurolégico (Ambrogini y col.,

2005).
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El tratamiento prolongado con HTs increment6 fuertemente la expresion gendmica y
proteica de la isoforma iNOS, mostrando un méaximo de expresion entre el tercer y
séptimo dia de cultivo. Este incremento en la expresion de iNOS se vio acompafiado por
un aumento marcado en la actividad de NOS y en la produccion de nitritos. Por el
contrario, la expresion de PKCC disminuy6 significativamente con tiempos largos de
tratamiento, aun a aquellos tiempos en los que la actividad de NOS permanecia elevada.
Es importante sefialar que la isoforma  de la PKC se encuentra involucrada en
mecanismos que protegen a las células de la apoptosis y es esencial para la sobrevida
celular. En tal sentido Diaz-Meco y col. (1996), han demostrado que la PKCC interactua
con par-4 bloqueando su actividad y protegiendo asi a las células de la apoptosis. Esto
es concordante con nuestros resultados, dado que las transfecciones realizadas con una
dominante negativa de PKCC disminuyeron la viabilidad celular a valores menores del
10 %. Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que a tiempos cortos de cultivo, la
PKCC estaria involucrada en la induccion de iNOS a través de la activacion del factor
nuclear NF-«kB, pero a tiempos prolongados, el aumento en la expresion y actividad de
NOS seria independiente de la actividad de PKCC. Sin embargo no descartamos la
posibilidad de que el NF-kB est¢ mediando la induccion de iNOS utilizando otra via de
activacion independiente de la PKCC, ya que existen en bibliografia numerosos reportes
que sefialan al NF-kB como participe necesario en mecanismos apoptoticos. En tal
sentido Trubiani y col., 2005, han demostrado en células humanas de linfoma timico,
RPMI-8402, que la activacion de NF-kB se encuentra asociada a la regulacion positiva

de la actividad de NOS y a la induccién de la apoptosis.

3. Consideraciones Finales

Teniendo en cuenta nuestros resultados y las evidencias experimentales reportadas en
bibliografia, podemos concluir que las HTs son capaces de regular la funcionalidad
linfocitaria modulando las cascadas bioquimicas implicadas en la respuesta bioldgica
desencadenada en cada tipo celular. Asi, sobre la proliferacion del linfoma T BW 5147,
las HTs ejercen un efecto dual, mostrando a tiempos cortos de cultivo una modulacion

positiva y a tiempos mayores un efecto negativo que conduce a la muerte celular por
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apoptosis. En la estimulacion de la proliferacion inducida por HTs observada hasta los
3 dias de cultivo con dichas hormonas, participan mecanismos genémicos mediados por
sus receptores nucleares que conducen al incremento del contenido y actividad total de
PKC y de la expresion de la isoforma § crucial para el crecimiento de esta linea celular.
Adicionalmente en las células BW, las HTs pueden llevar a la activaciéon no genémica
de PKC y, a través de la PI3-K, a la activacion de la isoforma PKCC. Esta isoenzima a
su vez activa al factor nuclear NF-kB que interviene en la induccidn transcripcional de
la iNOS. El aumento limitado de la produccion de NO generaria un efecto positivo
sobre la proliferacion y el incremento de la expresion de la PKCC contribuiria a la
supervivencia celular favoreciendo el fenotipo maligno. Asi, se ha comprobado una
importante inhibicion de mecanismos apoptoticos mediados por esta isoenzima en
linfomas T humanos (Leroy y col., 2005). Este aumento de las proliferacion llevaria con
el tiempo a incrementar la probabilidad de que células individuales adquieran
alteraciones genéticas que culminen con la incapacidad de reparacion de dichos errores
y conduzcan, por ende, a la muerte celular. De hecho, el cultivo con HTs por tiempos
prolongados (mayores a 5 dias) incrementa fuertemente la expresion y la actividad de
NOS, independientemente de la expresion de PKCCE, lo que lleva a un aumento
exacerbado de NO responsable de la muerte por apoptosis de las células BW. Nuestros
resultados son coincidentes con los que describen una fuerte correlacion entre la
produccion de NO y la apoptosis de células T (Levytsky y col., 2004; Valenti y col.,
2005; Nagy y Perl, 2006). Los mecanismos descriptos estan esquematizados en la

Figura 29.

En los linfocitos T normales por otra parte, las HTs activan los caminos intracelulares
que involucran las isoenzimas convencionales implicadas en la proliferacion y
diferencion celular. Esto es compatible con la dependencia del calcio de los efectos
inducidos por las HTs. Pero las acciones hormonales no involucran la actividad de
NOS, por lo que pareceria poco probable que, de inducirse apoptosis a largo plazo por
HTs, efecto que no pudimos estudiar in vitro, se encuentre implicada dicha enzima. Esto
se traduciria en una respuesta controlada y permitiria explicar los estudios que avalan el
aumento de las respuestas inmunoldgicas en pacientes hipertiroideos (Fabris y col.,

1995).
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Los resultados obtenidos nos permiten puntualizar la importancia de las HTs en la
modulacion de la actividad linfocitaria regulando el balance entre la proliferacion y la
apoptosis celular que tendria un importante papel en el control neuroendécrino de la
respuesta inmunologica y en la fisiopatologia de células linfoides. Ademads, el mejor
entendimiento sobre los mecanismos bioquimicos enzimaticos, inducidos por las HT en
el control de la proliferacion celular, tanto en las respuestas hiperproliferativas
tumorales, como las que resultan del estado de activacion celular fisioldgico, permitirian
comprender los eventos moleculares responsables del desarrollo y/o establecimiento de
la transformacién tumoral y abrir el camino para la propuesta del empleo de agentes
tiroideos o anti-tiroideos en el tratamiento de patologias que afecten la funcionalidad de

células linfocitarias.
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Figura 29: Esquema de los mecanismos genémicos y no-gendémicos involucrados en

los efectos de las HT en las células del linfoma T BW5147

citoplasma

Degradacion /
de I-kB

liferacion vs Apoptosis

Las HTs pueden actuar a través de un hipotético receptor de membrana y activar por efecto no-
gendmico la cascada PI3-K, PKCE y NF-«B el que trasloca al nucleo y lleva a la induccion de la
iNOS. Por otra parte pueden atravesar la membrana celular y en el interior, la T4 por accion de
una deiodinasa (D2) es convertida a T3, la cual al unirse a su receptor nuclear lleva también al
incremento de la iNOS via PKC. Estos efectos modularian el balance entre la proliferacion y la
apoptosis celular.
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Caracterizacion de los eventos bioquimicos implicados en la proliferacién

linfocitaria normal y tumoral

» La proliferacion de las células BW es dependiente de la actividad de PKC y de
NOS y no se ve afectada por la ausencia de calcio. Por el contrario, la proliferacion
de las células T normales es independiente de la actividad de NOS y si bien
depende de PKC es necesaria la presencia de calcio para dicha actividad.

» Las células hiperproliferativas del linfoma T BW y los linfocitos T normales
activados mitogénicamente presentan un patron de expresion diferencial de
isoenzimas de PKC, mostrando las células tumorales una mayor expresion de la
isoforma atipica calcio independiente, PKC¢, mientras que las células normales
expresan principalmente isoenzimas de PKC clasicas.

» Las células tumorales en quiescencia presentan una importante actividad de NOS
que es incrementada por la induccion mitogénica, a diferencia de los linfocitos T
normales que presentan una pobre actividad de NOS no modificable por el estimulo
mitogénico.

» La actividad de NOS en las células BW es independiente de calcio, pero
dependiente de PKC y de su isoforma C.

» En las células tumorales se detectd unicamente la expresion constitutiva de la
isoforma inducible de NOS que se incrementa con la estimulacion de la

proliferacion.

Modulacién diferencial por HTs sobre el balance entre viabilidad y apoptosis

celular en linfocitos T normales y células BW 5147

Efectos de las HT's a tiempos cortos (hasta 72 horas) de cultivo

» Las HTs estimulan en forma concentracion-dependiente la proliferacion de las
células BW e inducen la division celular de dichas células en estado de quiescencia.
En linfocitos T normales en reposo, las HTs no son capaces de estimular la
proliferacion celular, sin embargo aumentan las respuestas proliferativas inducidas

por el estimulo mitogénico.
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» Los efectos de las HTs sobre la proliferacion celular estin mediados por PKC. El
cultivo por 24-72 hs con HTs incrementa el contenido total y la actividad de PKC
asociada a membrana en ambos tipos celulares.

» Las HTs son capaces de inducir la translocacion rapida (15 minutos) de PKC
unicamente en las células BW, mientras que en las células normales en reposo esto
solo es posible en presencia de un estimulo mitogénico. Ademas en linfocitos T
normales, la preincubacion por 24-48 hs con HTs provoca una mayor translocacion
rapida inducida por el mitdégeno respecto de células preincubadas en ausencia de
hormonas.

» Solamente en los linfocitos T normales, los efectos de las HTs sobre la
proliferacion celular, son dependientes de calcio. En estas células las HTs inducen
un aumento en la expresion de las isoformas convencionales o y B3, mientras que en
las células BW, incrementan la expresion de la isoforma atipica, calcio-
independiente, PKC C.

» En las células BW, es esencial la actividad de NOS para observar los efectos
proliferativos mediados por HTs. So6lo en éstas células, las HTs incrementaron
dicha actividad, asi como también la expresion proteica y gendémica de su isoforma
inducible, iNOS.

» En las células BW, el efecto de las HTs sobre la estimulacion de iNOS y sobre la
proliferacion celular es dependiente de la actividad de PKC .

» En las células BW, los eventos involucrados en los efectos mediados por HTs
incluyen: la activacion de PI3-K rio arriba de PKC ( y la activacion del factor de
transcripcion nuclear NF-xB en la cascada rio abajo de PKC (. La activacion de

NF-xB conduce a la induccion de iNOS.

Efectos de las HT's sobre las células BW5147 a tiempos prolongados de cultivo

» A partir del quinto dia de cultivo con HTs se evidencia una disminucioén de las
respuestas proliferativas y la induccion de la muerte celular por apoptosis.

» La apoptosis se vio acompafiada por un mayor incremento exacerbado de la
actividad de NOS y de la expresion proteica y genomica de iNOS que fue
independiente de PKC  ya que su expresion se encontré disminuida en estas

condiciones de cultivo.
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7. CONCLUSIONES

En base a estas evidencias experimentales podemos concluir que las HTs
modularian diferencialmente el balance entre viabilidad y apoptosis celular en
linfocitos T normales y células BW5147 desencadenando diferentes sefiales

intracelulares dependiendo del tiempo de acciéon y del tipo celular en estudio.
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9. ABREVIATURAS



AG

aPKC
ARNm
BAPTA-AM

BH4
BW
CFSE
Con A
cPKC
DAG
DPI
EGTA
eNOS
FAD
FMN
FS
GF-109203X

HTs
IxkB-ay B
IKK

IL

INFy
iNOS

IP3
L-NMMA
LPS
MAPK
NADPH
NCDC
NF-xB
NIS

9. ABREVIATURAS

Aminoguanidina

Proteina quinasa C atipica

ARN mensajero
1,2-Bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N" -acido tetraacetico tetrakis
(acetoximetil ester)

Tetrahidrobiopterina

Linea celular BW5147

Carboxifluoresceina succimidil ester

Concanavalina A

Proteina quinasa C clasica

Diacilglicerol

Difenileneiodonio

Etilenglicol-O, O’-bis (2-aminoetil)-N,N,N’, N’-acido tetraacético
Oxido nitrico sintasa endotelial

Flavina adenina dinucledtido

Flavina mononucleétido

Fosfatidilserina
3-[1-[3-(Dimetilamino)propil]-1H-indol-3-yl]-4-(1H-indol-3-yl)-1H-
pirrol-2,5-diona .

Hormonas tiroideas

Inhibidor del factor de transcripcion nuclear kappa B
Complejo quinasa de IxkB

Interleuquina

Interferén y

Oxido nitrico sintasa inducible

Inositol trifosfato

N°-monometil-L-arginina monoacetato
Lipopolisacarido

Proteina quinasa activada por mitdgenos
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
2-nitro-4-carboxifenil-N,N-Difenilcarbamato

Factor nuclear de transcripcion kappa B

Simporter Na' /T’
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nNOS
NO
NOS
nPKC
PBS
PCR
PDK1
PI3-K
PIP,
PIP;
PKA
PKC
PLC
PM
PMA
PS
Ps-Myr PKCE
PTU
RT
SFB
SMT
T3

T4

Tg
[*H]- TdR
TNF-a
TPK
TPO
TREs
TRH
TRs
TSH

9. ABREVIATURAS

Oxido nitrico sintasa neuronal

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Proteina quinasa C novel

Buffer fosfato salino

Reaccion en cadena de la polimerasa
Quinasa dependiente de fosfoinositidos 1
Fosfatidilinositol-3-quinasa
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
Proteina quinasa A

Proteina quinasa C

Fosfolipasa C

Peso molecular

Forbol 12-miristato 13-acetato
Pseudosustrato

Pseudosustrato permeable miristoilado de PKCC
Propiltiouracilo

Transcripcion reversa

Suero fetal bovino

S-metilisotiourea

3 3’ 5-Triiodo-L-Tironina

L-Tiroxina

Tiroglobulina

Timidina tritiada

Factor de necrosis tumoral a

Proteina tirosina quinasa

Peroxidasa tiroidea

Elementos de respuesta a hormonas tiroideas
Hormona liberadora de tirotrofina
Receptores nucleares para hormonas tiroideas

Tirotrofina
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