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RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) es un mediador clave de multiples procesos biolégicos. En la
adenohipdfisis, ademas de regular la secrecion hormonal, el NO puede inducir
apoptosis o bien tener un papel citoprotector. Esto muestra que esta molécula
tiene un papel activo en la regulacién de la vida y muerte celular adenohipofisaria.
El objetivo general de esta tesis doctoral fue estudiar la participacion del NO en los
procesos de muerte celular en la adenohipéfisis y sus mecanismos de accién,
estableciéndose dos objetivos puntuales:

1. Investigar los mecanismos intracelulares involucrados en la apoptosis
inducida por altas concentraciones de NO, situacién que puede presentarse
durante procesos inflamatorias.

2. Investigar el proceso de regulaciéon de la muerte celular luego de la
ovariectomia y dilucidar el papel del NO en este proceso.

Los resultados del primer objetivo han permitido identificar algunos de los
mecanismos intracelulares involucrados en la apoptosis inducida por
concentraciones micromolares de NO en las células adenohipofisarias. Dentro de
los mecanismos que caracterizan a la via apoptdtica mitocondrial, se pudo
establecer la sobreproduccién mitocondrial de especies reactivas del oxigeno
(ROS) como uno de los eventos disparadores de esta cascada apoptoética. Este
aumento de ROS indujo cambios en la expresiéon de Bax y Bcl-2 y la activacion

posterior de la caspasa 3, que llevé finalmente a la muerte celular. Paralelamente a



esta secuencia de eventos, el NO modificé la actividad de las diferentes enzimas
antioxidantes y alter6 los niveles intracelulares de glutatién, lo cual demuestra un
papel activo del sistema de defensa antioxidante celular durante el desarrollo de
este proceso apoptotico.

Los resultados del segundo objetivo mostraron, tanto in vivo como in vitro,
que luego de la ovariectomia hay un aumento de la muerte celular en la glandula
debido a la induccién de apoptosis. Paralelamente, se observé un incremento en
los niveles adenohipofisarios de NO. Estos cambios pudieron ser prevenidos por
el tratamiento con inhibidores de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS)
demostrando, por primera vez, que el NO tiene un papel clave en la ejecuciéon de

la muerte celular desencadenada en la adenohipdfisis luego de la ovariectomia.

Palabras Claves:
Oxido nitrico, adenohipdfisis, muerte celular, mecanismos apoptdticos,

inflamacion, ovariectomia



Nitric oxide apoptotic mechanisms and its

role in the regulation of anterior pituitary

cell death

ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a key mediator of multiple biological processes. In addition to
its function as a regulator of anterior pituitary hormonal secretion, NO can induce
or prevent apoptosis in the gland. This shows that this molecule has an active role
in the regulation of anterior pituitary cell death and survival. The general objective
of this thesis was to study the role of NO in the anterior pituitary cell death
processes and its mechanisms of action, focusing on two specific objectives:

1. To study the intracellular mechanisms involved in the apoptosis induced
by the exposition to high NO concentration, situation that usually comes up
during inflammatory processes.

2. To study the regulation of anterior pituitary cell death after ovariectomy
and to elucidate the participation of NO in this process.

Regarding the first objective, some of the intracellular mechanisms involved
in the apoptosis induced in the anterior pituitary cells by micromolar NO
concentrations could be identified. Among the characteristic mechanisms
described for the mitochondrial apoptotic pathway, the overproduction of
mitochondrial reactive oxygen species (ROS) has an essential role as a trigger of
the NO-induced apoptotic cascade. The NO-induced ROS increase promoted
changes on Bax and Bcl-2 expression and induced caspase 3 activation leading,
finally, to cell death. Concomitant to this sequence of events, NO modified the

activity of the different antioxidant enzymes and promoted changes in the



intracellular glutathione levels, showing that the cellular antioxidant defense
system also actively participates during the NO apoptotic process.

In relation to the second objective, the results showed, in vitro as well as in
vivo, that after ovariectomy there is an increase of cell death due to the induction
of apoptosis in the gland. Concomitantly, an increase of pituitary NO levels was
observed. Both events were prevented by the treatment of cells with neuronal
nitric oxide sintase (nNNOS) inhibitors showing, for the first time, that NO has a

key role in the execution of anterior pituitary cell death after ovariectomy.

Key words:
Nitric oxide, anterior pituitary gland, cell death, apoptotic mechanisms,

inflammation, ovariectomy
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1 INTRODUCCION GENERAL

El 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula pequefia y no polar capaz de difundir
libremente a través de las membranas celulares y de esta manera ejercer sus
diferentes funciones bioldgicas. Posee un electrén desapareado, lo que lo convierte

en un radical libre, aunque sin la fuerte reactividad asociada normalmente a estos

compuestos (Ragsdale 1973; Cotton & Wilkinson 1988).

Biosintesis del NO

En los organismos superiores, el NO es producido por la oxidacién del grupo
amino terminal de la L-arginina (Palmer et al. 1988) a partir de una reaccién
catalizada por la enzima O6xido nitrico sintasa (NOS). Existen tres isoformas
distintas de 6xido nitrico sintasas (NOSs) las cuales son codificadas por genes
localizados en diferentes cromosomas y presentan diferencias en cuanto a su
localizacion subcelular, regulacién y actividad catalitica.

La NOS neuronal (nNOS o NOS I) es una proteina que fue identificada por
primera vez en neuronas, se localiza tanto en el citosol como asociada a membrana
y es codificada por un gen que se encuentra en el cromosoma 12 (Knowles et al.
1989). La NOS endotelial (eNOS o NOS III) se identificé por primera vez en células
endoteliales, es una proteina asociada a membrana y su gen se localiza en el
cromosoma 7 (Ignarro et al. 1987). Ambas enzimas se expresan constitutivamente
en las células, su actividad es dependiente de calcio-calmodulina (Bredt & Snyder
1990) y son las responsables de la formacién de concentraciones bajas de NO
(Ntissler & Billiar 1993; Tuteja et al. 2004).

La NOS inducible (iNOS o NOS II) es una proteina identificada inicialmente
en macrofagos, se encuentra en el citoplasma y su gen reside en el cromosoma 17

(Lyons et al. 1992). Posee un dominio similar a la calmodulina, lo que hace que su
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actividad sea independiente de calcio. Normalmente no se detecta en las células,
su expresion es inducida por citoquinas proinflamatorias o agentes generadores
de estrés intracelular, y produce de manera casi instantdnea concentraciones altas
y persistentes de NO (Tayeh & Marletta 1989; Lyons et al. 1992; Nissler & Billiar
1993; Tuteja et al. 2004).

A finales de la década pasada se describié un nueva isoforma de la familia de
las NOSs, que fue llamada NOS mitocondrial (mtNOS) debido a que fue
descubierta en mitocondrias de higado de rata, utilizando anticuerpos anti-iNOS
(Giulivi et al. 1998; Tatoyan & Giulivi 1998). Existen diferentes variantes de la
mtNOS, todas ellas dependientes de calcio (Riob6 et al. 2002). Actualmente se
reconoce que la mtNOS proviene de la modificacién post-traduccional y/o post-
transcripcional de la nNOS (Haynes et al. 2004).

A pesar de que en un principio parecia existir una expresion tejido-especifica
para cada una de las isoformas, en la actualidad estd completamente demostrada
la localizacién de mas de una isoforma en un mismo tejido e incluso en un mismo
tipo celular. Mas atn, la divisiéon entre NOS constitutiva e inducible parece estar
en discusién ya que se ha demostrado que tanto la actividad como la sintesis de la
nNOS y la eNOS pueden ser moduladas por diversos factores (Alderton et al.
2001; Tuteja et al. 2004).

La NOS utiliza la L-arginina como sustrato produciendo cantidades
equimolares de NO y L-citrulina. Esta reaccién ocurre en presencia de oxigeno
molecular (Oz), NADPH, calmodulina y de cuatro cofactores/coenzimas:
tetrahidrobiopterina, FMN, FAD y hemo protoporfirina IX (Knowles et al. 1989;
Knowles & Moncada 1994) (Fig. 1). Una vez sintetizado, el NO difunde libremente
con una vida media de 4 segundos y una constante de difusién de 2300 pm?/seg.
Estos valores dan como resultado una distancia de difusion estimada en 90 um
aproximadamente, con lo cual puede decirse que el NO es capaz de ejercer sus
acciones tanto sobre la célula donde es producido como sobre las células vecinas

(Kasai & Petersen 1994).
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Figura 1: Biosintesis del NO. La descripcion del proceso de sintesis se detalla en el texto.

Acciones del NO

Con el descubrimiento de la formacién intracelular de NO, las investigaciones
crecieron incesantemente con el objetivo de dilucidar el siguiente interrogante:
(Cual es el rol de este radical libre en los procesos biol6gicos?

El NO tiene innumerables funciones a nivel fisiol6gico, tanto en situaciones
normales como patoldgicas del organismo. Entre los procesos fisioldgicos méas
conocidos se encuentran: neurotransmision, vasodilatacion, inflamacion y
respuesta inmune, génesis y metabolismo de células musculares, angiogénesis,
regulacion hormonal y regulacion de las funciones neuronal, renal, 6sea,
gastrointestinal, pancredtica, uterina y del espermatozoide. A su vez, el NO
participa del desarrollo de varias patologias inflamatorias tales como artritis,
miocarditis y nefritis, asi como también de otras condiciones patolégicas como
cancer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas (Moncada et al. 1991;
Cameron & Campbell 1998; Ziche & Morbidelli 2000; Bogdan 2001; Herrero &
Gagnon 2001; Hintze 2001; Jaiswal et al. 2001; Prast & Philippu 2001; Stamler &
Meissner 2001; Van't Hof & Ralston 2001; Yago et al. 2001; Pallone & Matson 2002).

Mecanismos de accién del NO
El NO puede ejercer sus efectos a través de la modificaciéon de un gran ntimero de

componentes tanto organicos como inorganicos, ya sea en la propia célula como
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en el medio extracelular, lo cual denota una gran variedad de mecanismos de
accion (Fig. 2). En fase gaseosa, el NO puede reaccionar con el O, dando como
resultado la formacién de didxido de nitrégeno; en cambio, en fase acuosa la
reaccion entre el NO y el Oz genera cantidades iguales de nitritos y nitratos
(Feelisch 1991). Ademads, dependiendo del microentorno, el NO puede ser
convertido en otras especies reactivas tales como el catiéon nitroso o el anién
nitroxilo.

Dentro de la célula, el NO puede reaccionar rapidamente, con constantes de
velocidad iguales a su constante de difusiéon, con el anién superdxido (O2-)
formando peroxinitrito (ONOO-) (Stamler et al. 1992; Huie & Padmaja 1993), uno
de los radicales libres mas reactivos y nocivos a través del cual el NO produce
nitraciones de proteinas y desaminaciones del ADN (Wink & Mitchell 1998;
Koppenol 1999; Gow et al. 2002). A su vez, el NO puede reaccionar directamente
con metales de transicién, formandose complejos NO-metal (Wink & Mitchell
1998; Koppenol 1999). Uno de los blancos principales, debido a este tipo de
reacciones, lo constituyen las hemo-proteinas tales como la guanilil ciclasa soluble
(sGC), la catalasa y las proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial (Drapier
1997; Gow & Stamler 1998; Cooper 1999). Estas interacciones promueven uno de
los efectos del NO con mayores implicancias fisiolégicas ya que permiten modular
la expresion y sintesis de diferentes enzimas y proteinas claves del metabolismo y
del ciclo celular. Asimismo, algunos de sus efectos fisiolo6gicos también pueden ser
mediados debido a su interaccién con grupos aminos o tioles de proteinas ricas en
cisteina (Pryor et al. 1982; Gow et al. 2002; Bryan et al. 2004).

Las vias de sefiales intracelulares por las cuales el NO afecta las diferentes
funciones de una célula son extremadamente complejas, lo cual dificulta el estudio
y la identificacion de una via especifica como mediadora de una respuesta
biol6égica determinada ante un estimulo con NO. En principio, las acciones del NO
son dependientes de la concentraciéon y del tiempo de exposicion, asi como

también del microentorno celular y del estado de 6xido-reduccién (redox) de la

célula (Wink & Mitchell 1998).
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Figura 2: Mecanismos de acciéon del NO. Los diferentes mecanismos de accion se detallan en el
texto.

Apoptosis

Actualmente se conoce que la célula puede morir basicamente de dos formas
diferentes: necrosis y apoptosis (Buja et al. 1993; Malhi et al. 2006). La necrosis es
un proceso espontaneo disparado por una alteracion abrupta de la homeostasis
celular y que se caracteriza por la deplecién energética, la hinchazén de las
organelas y el desencadenamiento de reacciones cataliticas aleatorias. La muerte
por necrosis termina con el estallido de la célula y liberacién del contenido
intracelular al entorno, lo que promueve el desarrollo de procesos inflamatorios en
los tejidos (Buja et al. 1993). La apoptosis, en cambio, es una forma de “suicidio
celular” genéticamente programada en la que una cascada de eventos provoca el
desensamblaje ordenado de la célula, utilizando para ello energia proveniente del
ATP (van Gurp et al. 2003; Garrido & Kroemer 2004; Malhi et al. 2006). Debido al

gasto de energia que implica este tipo de muerte, asi como también al estricto
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control que rige cada una de sus etapas, suele denominarse a la apoptosis como
“muerte celular programada”. En la apoptosis la célula no se rompe ni libera el
contenido intracelular, sino que se fragmenta formando vesiculas llamadas
“cuerpos apoptoéticos”, que pueden ser fagocitados por las células vecinas,
evitando la generacién de procesos inflamatorios (Wyllie et al. 1980). Las primeras
descripciones de la apoptosis se basaron en las caracteristicas morfologicas y
ultraestructurales que presentaban las células que se volvian inviables, entre ellas
se encuentran la disminucion del volumen celular, la condensacién cromatinica, la
fragmentacion del ADN, y la disgregaciéon de la célula en cuerpos apoptoéticos
(Fig. 3). Posteriormente, gracias a los estudios genéticos realizados en el nematode
Caenorabditis elegans, se develaron gran parte de los mecanismos bioquimicos y
moleculares que subyacen a estos cambios morfoldgicos y ultraestructurales (Vaux
& Korsmeyer 1999).

En el reino animal, la muerte por apoptosis se da en forma generalizada en
numerosos procesos tales como la metamorfosis de insectos y anfibios, la
formacion de los dedos en las extremidades durante el desarrollo de mamiferos y
la eliminacioén de los linfocitos auto reactivos durante la maduracion del sistema
inmune. La apoptosis también juega un papel fundamental durante el desarrollo y
el recambio de células en los tejidos y en la prevencion de procesos proliferativos
descontrolados (Kerr et al. 1972; Wyllie et al. 1980; Ellis et al. 1991; Garrido &
Kroemer 2004). Sin embargo, una induccién excesiva de muerte celular también
puede contribuir al desarrollo de ciertas patologias como la enfermedad de
Parkinson o la esclerosis lateral amiotroéfica (Yuan & Yankner 2000).

La necrosis es causada generalmente por perturbaciones metabdlicas agudas
en las células (Malhi et al. 2006). En cambio, las sefiales que desencadenan la
apoptosis suelen ser mas sutiles. Entre ellas se pueden mencionar la falta de
factores de crecimiento, la exposicion a radiaciones UV, factores proteicos
extracelulares que activan receptores de muerte y estrés oxidativo (Garrido &

Kroemer 2004; Malhi et al. 2006).
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Figura 3: Cambios morfolégicos asociados a la apoptosis. Durante el proceso apoptoético la célula
sufre cambios morfolégicos y bioquimicos secuenciales. En una primera etapa se produce la
condensacién de la cromatina y la reduccién del volumen celular. Los cambios morfol6gicos en el
nucleo prosiguen hasta su colapso y la formacién de pequefios fragmentos nucleares. En una
altima etapa, la célula también se fragmenta formando los llamados cuerpos apoptéticos, pequefas
vesiculas de membrana plasmética que contienen citoplasma, organelas y restos nucleares. Estos
cuerpos apoptéticos son finalmente fagocitados por las células vecinas.

Muchos estimulos proapotéticos convergen en un punto comun: la
activacion de un conjunto de proteinas denominadas caspasas (Thornberry &
Lazebnik 1998; Stennicke & Salvesen 2000). Las caspasas constituyen una familia
muy conservada de cisteina-proteasas, y en mamiferos ya han sido identificados
13 miembros. Estas cisteina-proteasas (30-50 kDa) se caracterizan por estar
presentes en las células en forma de proenzimas inactivas que deben ser
procesadas proteoliticamente para pasar al estado activo (Stennicke & Salvesen
2000). A grandes rasgos, las caspasas pueden dividirse en dos grupos: iniciadoras
y efectoras. Las caspasas iniciadoras son responsables de activar a las caspasas
efectoras y éstas, a su vez, actdan sobre distintos blancos celulares especificos.

Entre las principales caspasas iniciadoras se encuentran las caspasas 8 y 9,
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mientras que la caspasa 3 es la caspasa efectora por excelencia (Dotto & Silke
2004).

Existen dos vias apoptoticas clasicas descriptas de acuerdo con el tipo de
esttimulo proapotético que la disparas (Fig. 4) (Stennicke & Salvesen 2000;
Fumarola & Guidotti 2004; Garrido & Kroemer 2004).

Via Apoptética Extrinseca Via Apoptética Intrinseca

(o mitocodrial)
Estimulo apoptoético
extracelular

Fas-L Estimulo apoptético
intra o extracelular

Fas/CD95

estrés

FAD!
—_— —> T-Bid intracelular

1

/ e ’\Tl

Citocromo ¢

00

|

Fragmentacion del ADN

X

nicleo

lnmmm)> Apoptosis

Figura 4: Esquema de las dos vias apoptdticas clasicas. La cascada de eventos que caracterizan a
ambas vias apoptoéticas se detalla en el texto.

La via apoptética extrinseca es desencadenada por la unién de un ligando
extracelular especifico a receptores, llamados receptores de muerte (Fumarola &
Guidotti 2004). Frente a una sefial proteica proapoptoética extracelular, como por

ejemplo la proteina Fas-L, la activaciéon del receptor de muerte especifico (en este
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caso Fas/APO-1/CD95) promueve el reclutamiento de un conjunto de factores
proteicos que conformaran el complejo de sefial inductor de muerte (DISC).
Dentro de este complejo se encuentran factores que contienen los llamados
dominios de muerte, los que a su vez reclutan a la procaspasa 8 que segun el
“modelo de proximidad”, al encontrarse en alta concentraciéon local, se
autoprocesan y autoactivan. La caspasa 8 activada procesa a la procaspasa 3
llevdndola a su forma activa. La caspasa 3 luego se encarga de procesar y activar a
las diferentes enzimas que seran responsables directas de los cambios
morfologicos y ultraestructurales propios de la muerte celular programada
(Harada & Grant 2003).

La via apoptética intrinseca en cambio, no depende de receptores, y es
inducida por diferentes agentes que afectan la homeostasis celular, como por
ejemplo la radiacion UV, las especies reactivas del oxigeno (ROS) y niveles
elevados de calcio citoplasmatico (Fumarola & Guidotti 2004). La mitocondria es
reconocida como uno de los principales sensores de estrés intracelular y distintos
factores que afectan su integridad pueden causar apoptosis (Green & Reed 1998;
Desagher & Martinou 2000). En base a esto, los eventos que se desencadenan
luego de producirse dafio mitocondrial, se wutilizan frecuentemente para
ejemplificar los mecanismos involucrados en la via apoptoética intrinseca, por lo
que también se la conoce como via apoptética mitocondrial.

Generalmente se asume que dicha via se inicia con una disminucién del
potencial de la membrana mitocondrial interna debido a la alteraciéon de la
integridad de esta membrana provocada por la acciéon de diversos estimulos
apoptoticos. El mecanismo madas conservado propuesto para explicar este
fenémeno es la apertura de un poro transmembrana denominado “poro de
permeabilidad transitoria” (PPT). La apertura del PPT causa un aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, provocando la disipacién del
gradiente electroquimico. La matriz mitocondrial se expande y la membrana
externa se disgrega facilitando la salida hacia el citoplasma de varios factores

mitocondriales localizados en el espacio intermembrana (Wilson 1998; Polster &
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Fiskum 2004). Entre los factores liberados, el citocromo c cumple un papel muy
importante ya que promueve la activacion de las caspasas (Stennicke & Salvesen
2000; Harada & Grant 2003; Garrido & Kroemer 2004). El citocromo c se une al
factor activador de apoptosis-1 (Apaf-1) y a dATP o ATP formando una estructura
denominada “apoptosoma”. El apoptosoma tiene la capacidad de reclutar y
permitir la activaciéon de la procaspasa 9, la cual a su vez puede activar a la
caspasa 3, disparando el proceso de muerte celular (Stennicke & Salvesen 2000).

Otro miembro clave en esta via es la familia de proteinas Bcl-2. Esta familia
consta de al menos 15 miembros con funciones opuestas (pro y antiapoptoéticas), y
actualmente se sugiere que el destino de la célula estaria determinado por el
balance entre los miembros de ambos grupos (Adams & Cory 1998; Reed 2006).
Una sefial apoptoética puede desequilibrar este balance inhibiendo la expresion de
las proteinas antiapoptéticas y/o aumentando la de las proapoptoticas. Los
miembros antiapoptéticos como Bcl-2 y Bel-XL se localizan predominantemente en
la membrana mitocondrial regulando su integridad y la liberacién de citocromo c.
Los miembros proapoptoticos como Bax, Bim y Bad se localizan en el citoplasma,
y ante un estimulo apoptotico se redistribuyen hacia la mitocondria y
contrarrestan el efecto protector de Bcl-2 o Bcl-XL alterando la permeabilidad de la
membrana y facilitando la liberacién de citocromo c (Reed 2006).

Ademas de las proteinas efectoras descriptas, esta via consta de moléculas
adaptadoras tales como los inhibidores de apoptosis (IAPs) y la proteina
Smac/DIABLO (Verhagen et al. 2000; Salvesen & Duckett 2002; van Gurp et al.
2003).

Hoy se sabe que los eventos que caracterizan a la via apoptoética intrinseca no
ocurren tan rigurosamente. Hay numerosas variantes descriptas para cada
estimulo y tipo celular estudiado. Por ejemplo, la despolarizacion de la membrana
mitocondrial interna era considerada, hasta hace algunos afios, el evento universal
disparador esta via, pero varios estudios demostraron que esta despolarizaciéon no
es un evento esencial. Puede ocurrir que la liberacion de citocromo c y la

activacion de caspasas preceda a este fendmeno o simplemente que no haya
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despolarizaciéon de la membrana mitocondrial interna durante el proceso
apoptotico (Finucane et al. 1999; Krhon et al. 1999; Singh et al. 2002; Lo & Kim
2004).

Mas allda de estas vias apoptdticas muy bien caracterizadas, mas
recientemente se han descripto varios procesos apoptéticos independientes de
caspasas (Susin et al. 1999; Garrido & Kroemer 2004). En este sentido, hace pocos
afos, el grupo de Kroemer identific6 la proteina mitocondrial llamada AIF, que es
capaz de inducir fragmentacién del ADN, condensacién nuclear, disipaciéon del
potencial de membrana mitocondrial y exposicion de fosfatidilserinas hacia la cara
externa de la membrana plasmaética, cuya acciéon no es modificada por inhibidores
de caspasas (Susin et al. 1999).

Otra via alternativa que cobr6 interés en los altimos afios es la que involucra
al reticulo endoplasmico (RE). El RE constituye otro de los sensores de estrés
intracelular ya que es el principal sitio de sintesis y plegamiento de proteinas y
uno de los reservorios mas importantes del calcio intracelular (Paschen 2001). La
perturbacion de la homeostasis del calcio, el aumento de los niveles de ROS y la
inhibicion de la glicosilacion de proteinas constituyen las causas principales de la
acumulaciéon de proteinas mal plegadas que altera la funcionalidad del RE y
puede de esta forma desencadenar una cascada apoptoética independiente del
estado de la mitocondria (Morishima et al. 2002; Rao et al. 2004). La induccién de
estrés en el RE induce la sintesis de moléculas especificas como Bip y CHOP, cuyo
papel es reestablecer la funcionalidad normal del RE (Zhao & Ackerman 2006).
Cuando los niveles de estrés sobrepasan dicha respuesta, son disparados los
mecanismos que llevan a la muerte celular. Entre ellos pueden mencionarse la
activacion de la caspasa 12 (proteasa que se encuentra en la superficie del RE), la
cual puede activar a la caspasa 9 y por ende a la caspasa 3 (Nakagawa & Yuan
2000; Yoneda et al. 2001; Morishima et al. 2002; Wang & El-Deiry 2004). También
puede inducirse la activacién de calpainas, proteasas dependientes de calcio
asociadas al RE que activan a la caspasa 3 pero que también pueden promover un

camino apoptético independiente de caspasas (Carafoli & Molinari 1998;
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Nakagawa et al. 2000). Estudios mds recientes muestran que tanto miembros
proapoptéticos como Bax y Bak como antiapoptéticos como Bcl-2, se encuentran
asociados también a la membrana del RE regulando el contenido de calcio de este
reservorio intracelular. Cualquier estimulo proapoptético que provoque un
desbalance en los miembros de esta familia puede causar una salida masiva de
calcio hacia el citosol y de esta forma promover la activaciéon de caspasas y la
apoptosis por un mecanismo paralelo al de la via mitocondrial (Mathai et al. 2005).

Dada la cantidad de factores involucrados y que no siempre existe una
misma secuencia temporal de activacion de las cascadas de senales en los distintos
tipos celulares, resulta dificil predecir la participaciéon de una via apoptética en un
tipo celular no caracterizado con anterioridad. Més atn, la ausencia en algunos
casos de uno o mas de los eventos caracteristicos descriptos en el proceso de
muerte celular programada, demuestra que ninguno de los procesos conocidos

hasta el momento logra definir completamente el proceso apoptético.

NO y Apoptosis

Dentro de las maltiples funciones que cumple el NO en los procesos biolégicos,
esta molécula tiene un papel fundamental como regulador de la vida y muerte de
la célula ya que posee actividades tanto pro como antiapoptéticas (Wink &
Mitchell 1998; Kim et al. 1999; Leong et al. 2002). La capacidad del NO para
inducir apoptosis fue descripta por primera vez por Albina et al. en 1993, quienes
demostraron que el NO provocaba muerte celular programada en macréfagos. En
trabajos subsiguientes, se observé que existian varios tipos celulares especialmente
sensibles a la accién del NO, tales como células de los islotes pancreaticos,
hepatocitos, células del sistema inmune y ciertas neuronas (Fehsel et al. 1995;
McDaniel et al. 1997; Heneka et al. 1998). Posteriormente, se describieron acciones
antiapoptoéticas del NO en diversos tipos celulares, incluyendo eosinéfilos,
hepatocitos y células endoteliales y neuronales (Dimmeler et al. 1997a; Kim et al.
1997; Tsai & Li et al. 1998; Hebestreit et al. 1998). Este efecto dual depende de la
concentraciéon y del tiempo de exposicion de NO, asi como también del tipo

celular afectado, su entorno extracelular y su estado fisiolégico (Shen et al. 1998;
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Chung et al. 2001; Bobba et al. 2007). Generalmente los efectos antiapoptéticos
estdn asociados con concentraciones bajas de NO (submicromolares) derivadas
principalmente de la actividad de la nNOS y la eNOS. En cambio, los efectos
apoptoticos estdn asociados con concentraciones relativamente altas

(micromolares), continuas y localizadas de NO, como las producidas luego de la

induccion de la iNOS (Shen et al. 1998; Liu & Stamler 1999).

Mecanismos apoptoéticos del NO

No existe una tnica via por la cual el NO dispara el proceso apoptoético.
Actualmente, hay descriptos diversos mecanismos en los distintos tipos celulares
estudiados. Ademas, la compresion de los mismos se dificulta teniendo en cuenta
que dependiendo de la concentracién y el tiempo de exposicién, el NO puede
pasar de tener un efecto protector a uno apoptético en el mismo tipo celular.

El NO puede activar a la guanilil ciclasa soluble (sGC), enzima que actta
como receptor de NO dentro de la célula y convierte GTP en GMP ciclico (cGMP),
un segundo mensajero con un amplio espectro de acciéon (Denninger & Marletta
1999; Krumenacker et al. 2004). A través de la activacion de la via sGC/cGMP, el
NO ejerce la mayoria de sus efectos biologicos, incluyendo aquellos relacionados
con la regulacion del proceso apoptoético (Taimor et al. 2000; Heinloth et al. 2002;
Valenti et al. 2003; Thippeswamy et al. 2005).

El NO puede también alterar directamente la estructura del ADN, mediante
la deaminacién de desoxinucleétidos, provocando rupturas en el ADN (De Rojas
et al. 1995; Burney et al. 1998), o bien inhibiendo los procesos de reparacién del
mismo.

En varios tipos celulares, la acumulacién de la proteina supresora de tumores
P53 ha sido identificada como un indicador temprano del efecto apoptético del
NO (Calmels et al. 1997; Hofseth et al. 2004). Esta proteina juega un papel muy
importante como reguladora del ciclo celular, pudiendo promover el arresto del
mismo o desencadenar apoptosis segtin el grado de dafio que presente la célula
(Hofseth et al. 2004). En condiciones normales, los niveles intracelulares de esta

proteina son muy bajos, casi indetectables, debido a que la misma es rapidamente
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degradada para controlar su actividad supresora (Zhou & Briine 2005). Ante una
situacion de estrés celular, los niveles de p53 pueden aumentar notablemente
principalmente a causa de modificaciones post-traduccionales que inhiben su
degradacion (Brooks & Gu 2003). El1 NO puede provocar la acumulaciéon de p53
mediante diversos mecanismos, tales como la estabilizacién de la proteina, la
inhibicion de su degradacion proteosomal o la activacion de kinasas (Glockzin et
al. 1999; Kim et al. 2002; Briine y Schneiderhan 2003). Se ha demostrado que la
acumulaciéon de p53 puede inducir apoptosis a través de un aumento en la
expresion de proteinas proapoptoéticas tales como Bax (Miyashita & Reed 1995).
Sin embargo, también se ha observado que el NO es capaz de inducir la
transcripcion de la proteina proapoptética Bax y la represion de la antiapoptoética
Bcl-2, independientemente de p53 (Messmer et al. 1996, Nishio and Watanabe
1998).

Diferentes estudios indican que las especies reactivas del oxigeno (ROS) son
mediadoras del efecto apoptético del NO (Brown & Borutaite 2001; Hu & Brindle
2005). En condiciones normales, durante la respiracién mitocondrial hay una tasa
constante de formaciéon de ROS (principalmente O~ y H20O;), debido a la
reduccion sélo parcial del Oz (Chance et al. 1979; Elliott & Volkert 2004). El NO es
uno de los principales reguladores de la respiraciéon mitocondrial dada su
capacidad de unirse reversiblemente al complejo citocromo ¢ oxidasa (Complejo
IV), causando una inactivacion transitoria del mismo y favoreciendo el incremento
de la formaciéon de ROS durante la cadena de transporte de electrones (CTE)
(Poderoso et al. 1996). Los niveles altos de ROS generan estrés oxidativo en la
mitocondria y pueden dafiar la membrana mitocondrial interna provocando una
caida de su potencial. Como consecuencia, pueden liberarse al citoplasma factores
proapoptéticos como el citocromo ¢ y de esta forma desencadenarse la via
apoptotica intrinseca (Tan et al. 1998; Droge 2002).

Paralelamente, el NO puede aumentar los niveles intracelulares de ROS
debido a la alteracion del sistema de defensa antioxidante celular. Este sistema

estd formado por componentes enzimaticos y no enzimaticos que mantienen el
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balance redox de la célula previniendo los efectos toxicos causados por un exceso
de ROS. Entre los componentes enzimaticos mas importantes pueden mencionarse
la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y la
superoxido dismutasa (SOD). El glutation reducido (GSH) es el componente no
enzimético por excelencia (Townsend et al. 2003), se encuentra abundantemente
en el citoplasma (0.5-10 mM) y también esta distribuido en diferentes organelas
como la mitocondria y el RE. Este tiol tiene capacidad antioxidante per se y acttia
también como cofactor de la GPx. Tanto la actividad como la expresion de los
distintos componentes del sistema antioxidante pueden ser moduladas por el NO
a través de modificaciones traduccionales y post-traduccionales (Cooper 1999;
Foster & Stamler 2004).

El NO puede alterar también la homeostasis del calcio provocando la salida
al citoplasma del calcio contenido en los reservorios intracelulares (mitocondria y
RE). Tanto esto como la generacion de estrés oxidativo pueden dafar la
funcionalidad del RE y de esta forma el NO puede ejercer su efecto citotéxico
disparando la via apoptoética del RE (Chakraborti et al. 1999; Weiming et al. 2004).

Como puede verse, la actividad proapoptoética del NO puede estar mediada
por una amplia variedad de mecanismos los cuales pueden estar conectados en
algtin punto de la cascada de sefializacion o ser totalmente independientes. Por tal
motivo, resulta casi imposible determinar a priori cudl o cuales de los mecanismos
descriptos podrian ser inducidos por el NO en un sistema atn no estudiado como

las células adenohipofisarias.

La adenohipoéfisis

La hipdéfisis es una glandula situada bajo el piso del diencéfalo, que se encuentra
en intima relacion con el hipotdlamo (Page 1994). Esta constituida por la

adenohipdfisis (o glandula pituitaria anterior) y la neurohipéfisis (o hipofisis

posterior) (Fig. 5).

15



Tesis de Doctorado

Introduccién General

HIPOTALAMO

Hormonas

de neuronas liberadoras hipotalamicas

hormonérgicas
liberadoras Plexo primario del sistema
portal cerrado; las hormonas
liberadoras entran a Lravés

de ventanales

Plexo secundario; las hormonas

Circulacion
general HIPOFISIS ANTERIOR

Células de |a hipofisis anterior
secretan hormonas a la

HIPGFISIS POSTERIOR T 2 4
circulacion general a traves de

Pars intermedia
(no delimitada
en el ser humana}

La adenohipdfisis es principalmente

celular heterogénea en la que se pueden

A liberadoras salen a través de ventanales
para alcanzar las células de la hipofisis

ventanales en el plexo secundario

Figura 5: Conexion hipotalamo-
hipéfisis. La hipofisis, constituida por
la adenohipdfisis (glandula pituitaria
anterior) y la neurohipdfisis (hipofisis
conectada el

posterior), esta

hipotdlamo a través de la eminencia

con

media y el tallo pituitario. Las células de
la adenohipéfisis responden a factores
liberadores hipotalamicos secretando la
hormona correspondiente hacia la
circulacion general. Esta hormona ejerce
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otros tejidos y forma otro circuito
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hormona adenohipofisaria al actuar
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hipotélamo.

glandular y presenta una composiciéon

identificar varios tipos de células que

pueden ser clasificadas en células secretoras y no secretoras. Existen cinco tipos de

células secretoras caracterizadas de acuerdo al tipo de hormona almacenada en

sus granulos de secrecion: los lactotropos (prolactina, PRL), los somatotropos

(hormona de crecimiento, GH), los gonadotropos (hormona foliculo estimulante,

FSH y hormona luteinizante, LH), los corticotropos (adrenocorticotrofina, ACTH)

y los tirotropos (hormona estimulante de la tiroides, TSH). Ademas, esta glandula

posee un tipo celular no secretor, las células foliculo estrelladas que mantienen

uniones comunicantes con las células secretoras (Page 1994). Este tipo celular

posee propiedades compartidas con células dendriticas y macréfagos, y tiene la
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capacidad de fagocitar rapidamente células glandulares muertas o en proceso de
muerte evitando la generacion de signos de inflamacién (Orgnero de Gaiséan et al.
1993; Allaerts & Vankelecom 2005).

Aunque muchos autores han dado a conocer la proporcién de los distintos
tipos de células adenohipofisarias de la rata por métodos inmunohistoquimicos,
los trabajos mas completos en los cuales se hace una evaluacién de todos los tipos
celulares son los de Dada et al. 1984 y Oishi et al. 1993. En ambos trabajos los
autores coinciden en el porcentaje de los distintos tipos celulares presentes en
ratas machos adultas jovenes y en hembras. En ratas machos, los porcentajes de
células inmunopositivas para las diferentes hormonas son, para PRL: 50%, GH:
23%, LH: 5%, FSH: 4%, ACTH: 3%, TSH: 2%, y para células inmunonegativas
(INC): 17%; y en hembras, para PRL: 52%, GH: 20%, LH: 6%, FSH: 4%, ACTH: 3%,
TSH: 2%, y para INC: 16%. Estos valores porcentuales para cada tipo celular
pueden de todos modos variar en relacion con la edad y el estado fisiologico del
animal (Hymer et al. 1970; Kunert-Radek & Pawlikowski 1975; Jahn et al. 1984;
Takahashi et al. 1984; Steipen et al. 1987).

Regulacion de la secreciéon de hormonas adenohipofisarias

A partir de la informacién proveniente de diversos tejidos tanto centrales como
periféricos, el hipotdlamo regula la liberacion de las distintas hormonas
adenohipofisarias, que a su vez, controlan el funcionamiento de tejidos y
glandulas periféricas tales como la glandula tiroides, la glandula adrenal y las
goénadas (Fig. 5).

El proceso de secreciéon hormonal en la adenohipéfisis ha sido ampliamente
estudiado desde principios del siglo pasado. De los cinco tipos de células
endocrinas que integran la adenohipéfisis, cuatro de ellos responden a un factor
liberador hipotalamico especifico que acttia como secretagogo y a la vez como
factor tréfico. La hormona liberadora de GH (GHRH) es el regulador maés
importante de la fisiologia de los somatotropos (Mayo et al. 2000), la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) lo es para los gonadotropos (Conn et al.

1987), la hormona liberadora de TSH (TRH) ejerce el mismo efecto sobre los
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tirotropos (Gershengorn 1986) y la hormona liberadora de corticotrofina (CRH)
sobre los corticotropos (Turnbull & Rivier 1997). Por el contrario, los lactotropos
son el tnico tipo celular adenohipofisario que no posee un factor hipotaldmico
especifico que se comporte como estimulador de la secreciéon de PRL y a la vez
como factor tréfico (Freeman et al. 2000). Este tipo celular, a diferencia de los otros,
posee una actividad secretora espontdnea alta y dicha secrecién se encuentra bajo
un control ténico predominantemente inhibitorio ejercido por el hipotilamo a
través de la dopamina, y con menor potencia por el GABA (acido y aminobutirico)
(Langer et al. 1978; Freeman et al. 2000; Ben-Jonathan & Hnasko 2001). Ciertos
factores no hipotaldmicos si son capaces de estimular la secrecion de PRL
actuando directamente sobre la adenohipdfisis. Entre ellos, los estrégenos son
unos de los mas importantes ya que no solo acttan como secretagogos de PRL
sino también como reguladores de la proliferaciéon de los lactotropos (Freeman et
al. 2000; Kawamata et al. 2000).

Ademas de los factores liberadores e inhibidores especificos provenientes del
hipotalamo, la secrecién hormonal adenohipofisaria es regulada por otros factores
u hormonas periféricas e intrahipofisarias, asi como por factores ambientales

(Neill et al. 1971; Terkel et al. 1972; Lamberts & Macleod 1990).

Muerte celular en la adenohipdfisis

Si bien existe abundante informacién concerniente a los factores que regulan la
proliferacion celular en la adenohipéfisis, se conoce menos acerca del proceso de
muerte celular programada en la glandula. La mayor parte de las investigaciones
sobre muerte celular en la hipdéfisis en humanos se han centrado en el efecto de
drogas antitumorales tales como la bromocriptina o la cabergolina, ambos
agonistas dopaminérgicos (Freda et al. 2004; Ivan et al. 2005). Estos estudios son
principalmente clinicos y no proveen mucha informacién sobre el mecanismo
celular o molecular por el que acttan estas drogas. Sin embargo, existen algunas
evidencias que muestran la existencia de ciertos mecanismos apoptéticos
inducidos en la glandula. En experimentos in vitro, utilizando células derivadas de

tumores hipofisarios (la linea celular GH3), se ha visto que la bromocriptina
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induce un aumento en la activacion de p38 MAP kinasa y la disminuciéon de la
expresion de Bcl-2 (Yin et al. 1999; Kanasaki et al. 2000). Estudios con esta misma
linea celular han revelado que el estrés oxidativo puede causar muerte por
apoptosis (Newton et al. 2005). Trabajos recientes con cultivos primarios de células
adenohipofisarias sugieren que ciertas citoquinas proinflamatorias, tales como el
TNF-a o el interferon-y, inducen apoptosis y de esta manera acttian como posibles
sefiales mediadoras de la remodelacion celular adenohipofisaria en condiciones
tisiologicas (Candolfi et al. 2002; Pisera et al. 2004). El glutamato, por su parte,
induce apoptosis en estas células mediante la activaciéon de caspasas (Caruso et al.

2004).

Oxido nitrico y muerte celular en la adenohipéfisis

Mediante técnicas inmunohistoquimicas y de hibridacién in situ, se ha demostrado
la existencia de los tres tipos de NOSs en la gldndula. La nNOS es la isoforma
predominante y esta localizada principalmente en gonadotropos y células foliculo
estrelladas, estando ausente en los lactotropos (Sagar & Ferreiro 1987; Vincent &
Kimura 1992). La eNOS se localiza en las células endoteliales de los vasos
sanguineos de la glandula (Okere et al. 1998). La iNOS normalmente no se detecta
pero se ha observado su expresién en las células foliculo estrelladas luego de un
estimulo inflamatorio (Vankelecom et al. 1997a).

Una de las primeras funciones del NO identificada en la adenohipéfisis es la
de regular la secrecion de ciertas hormonas hipofisarias. Estudios in vitro sugieren
un efecto inhibitorio del NO sobre la secrecion de LH estimulada por GnRH
(Ceccatelli et al. 1993). Con respecto a la secreciéon de GH, existen trabajos con
resultados opuestos que indican un efecto inhibitorio (Kato 1992) o estimulatorio
(Tena-Sempere et al. 1996) del NO sobre el aumento de la secrecion de GH
inducido por GHRH. Lo mismo ocurre con la secrecién de PRL, dado que existen
estudios que le otorgan al NO la capacidad de estimular (Brunetti et al. 1995) o de
inhibir (Duvilanski et al. 1995, Duvilanski et al. 1996; Vankelecom et al. 1997a;

Velardez et al. 2000) la secreciéon basal de PRL in vitro.
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Existe otra funcién del NO, identificada posteriormente por nuestro grupo de
trabajo y por otros investigadores, de gran relevancia fisiolégica (Candolfi et al.
2004; Poliandri et al. 2004; Velardez et al. 2004). El NO se comporta como
regulador de la muerte celular en la adenohipdfisis. Estudios previos de nuestro
laboratorio realizados con cultivos primarios de células adenohipofisarias de rata
demostraron un efecto dual del NO. En concentraciones submicromolares, el NO
posee un efecto antiapoptético, protegiendo a las células del dafio causado por
metales pesados (Poliandri et al. 2004, Poliandri et al. 2006). En cambio, la
exposicion prolongada (mayor a 6 hs) de las células a concentraciones
micromolares de NO, como las generadas durante un proceso inflamatorio, induce
apoptosis en las mismas (Velardez et al. 2004). Los mecanismos apoptéticos por
los cuales el NO causa la muerte de las células adenohipofisarias no han sido
identificados aun. Como primera aproximaciéon pudimos establecer la
intervencion de las caspasas 9 y 3 en este proceso (Velardez et al. 2004). Sin
embargo quedan por dilucidar los eventos que llevan a la activaciéon de estas
caspasas y si existe alguna otra via implicada en el efecto apoptético del NO. La
elucidacién de estos mecanismos constituy6 el primer objetivo de este trabajo de

tesis.

Oxido nitrico, ovariectomia y muerte celular en la adenohipéfisis

La presencia o ausencia de hormonas esteroideas en determinados tejidos puede
generar apoptosis. La induccién de apoptosis puede ser disparada por efecto
directo de la ausencia/presencia de dichas hormonas en el tejido blanco o
mediante la alteracion de efectores paracrinos (Brad Thompson 1994; Aoki et al.
1998).

En la adenohipdfisis, los estrégenos son las hormonas esteroideas de mayor
relevancia en la regulacién de la poblacion celular. En la rata, el nimero de células
fluctta de acuerdo a la situacién fisiolégica (lactancia, prefiez, ciclo estral)
principalmente en respuesta a los niveles de estrégenos circulantes (Shirasawa &
Yoshimura 1982; Carbajo-Pérez & Watanabe 1990; Spady et al. 1999; Candollfi et al.
20006).
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En muchos de los tejidos estrégeno-dependientes como ovario y glandula
mamaria, la falta de estrégenos desencadena apoptosis (Billig et al. 1986;
Kiprianou et al. 1991). En la glandula adenohipofisaria, ha sido reportado que los
estrogenos pueden tener un efecto dual. Algunos estudios muestran que
citoquinas inflamatorias como TNF-a y LPS inducen apoptosis en la glandula
adenohipofisaria por un mecanismo estrégeno-dependiente (Theas et al. 2000;
Pisera et al. 2004). Sin embargo, en la mayoria de los casos se han observado
efectos proliferativos de los estrégenos. El tratamiento crénico con altos niveles de
estrogenos induce hiperplasia e hipertrofia adenohipofisaria debido a un aumento
en el namero y el tamafio de los lactotropos. La interrupcién de dicho tratamiento
induce apoptosis en estas células llevando a la normalizaciéon del tamafio
glandular (van Nesselrooij et al. 1992, Drewett et al. 1993). A su vez, se ha
observado que durante la prefiez y la lactancia (periodos con altos niveles de
estrogenos) se produce un importante aumento en el nimero de lactotropos. Al
finalizar el periodo de lactacién, cuando los niveles de estrégenos disminuyen,
hay una muerte masiva de estas células debido a la induccién de apoptosis
(Ahlbom et al. 1998).

En relacién con estos dltimos reportes, se ha hipotetizado que la ausencia de
estrogenos producida luego de la ovariectomia podria afectar negativamente a la
poblacién celular adenohipofisaria, probablemente debido a la induccién de
apoptosis en la glandula. Sin embargo, no existen atin evidencias consistentes que
lo demuestren.

Los estrogenos pueden actuar sobre las células adenohipofisarias de forma
directa y/o indirecta, modificando la liberacién de neurotransmisores y péptidos
hipotalamicos o de factores intrahipofisarios. Entre los blancos intrahipofisarios se
encuentra la nNOS presente en los gonadotropos. Esta enzima es regulada
negativamente por los estrégenos, efecto que no seria directo sino que estaria
mediado por la GnRH, hormona, que es a su vez, modulada por los estrégenos a
nivel hipotaldmico (Garrel et al. 1998). Estudios realizados en ratas hembras

ovariectomizadas, muestran que luego de la ovariectomia se produce un aumento
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de los niveles de ARNm y de proteina de la nNOS, asi como también un
incremento en el nimero de gonadotropos (Ceccatelli et al. 1993; Ceccatelli 1997;
Gonzalez-Herndndez & Gonzalez 2000). También se ha observado un aumento en
la actividad de las NOSs (Velardez et al. 2003a). Consistentemente, el tratamiento
de sustitucién con estrégenos en ratas ovariectomizadas previene completamente
estos aumentos (Ceccatelli et al. 1993; Velardez et al. 2003a) y, mds atn, la
estrogenizacion cronica reprime la expresion de la nNOS (Qian et al. 1999).

En base a los antecedentes presentados, en la segunda parte de este trabajo
de tesis se utilizaron ratas hembras ovariectomizadas como modelo experimental
de modo tal de intentar dilucidar dos principales interrogantes. En primer lugar se
investigo el proceso de muerte celular en la glandula adenohipofisaria luego de la
ovariectomia. En segundo lugar, teniendo en cuenta que el NO es capaz de
prevenir o inducir apoptosis en las células adenohipofisarias y que durante la
ovariectomia hay un aumento de nNOS, se investigd como se modifica la
producciéon de NO en las células adenohipofisarias en relaciéon al tiempo de

ovariectomia y su relacion con la induccién de la muerte celular.
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2 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar la participacién del NO en

los procesos de muerte celular en la adenohipéfisis y sus mecanismos de accién.

Como parte de este objetivo general se establecieron dos objetivos puntuales:

% Investigar los mecanismos intracelulares involucrados en la apoptosis
inducida en las células adenohipofisarias luego de la exposiciéon a altas
concentraciones de NO, situacién que puede presentarse durante procesos
inflamatorias.

% Investigar la regulacién de la muerte celular en la glandula adenohipofisaria

luego de la ovariectomia y dilucidar el papel del NO en este proceso.
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3 MECANISMOS APOPTOTICOS DEL OXIDO NIiTRICO

3.1 OBJETIVO

Continuando con los estudios realizados en nuestro laboratorio que demostraron
que la exposicion prolongada (mayor a 6 hs) al NO, en concentraciones similares a
las encontradas en procesos inflamatorios, induce apoptosis en las células
adenohipofisarias, el primer objetivo consisti6 en investigar los mecanismos

intracelulares involucrados en la induccion de apoptosis.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El dietilentriamina NONOato (DETA NONOato) fue provisto por Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Las sondas dihidro rodamina 123 (DHR123) y
3,3-dihexiloxacarbocianina iodada (DiOCs) y los compuestos LY-83583, N-acetil-
cisteina (NAC) y Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone (Z-VAD-fmk) fueron
provistos por Alexis (San Diego, CA, USA). Las sondas Calcium-green, 5,6-
dicarboxi-2',7'-dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCDCE-DA) y
monoclorobimano (MCB) fueron provistos por Molecular Probes (Eugen, OR,
USA). La Anexina V-FITC fue provista por Pharmingen (BD Biosciences, San José,
CA, USA). Los reactivos para extracciéon de ARN y RT-PCR fueron provistos por
Invitrogen (Carlsbab, CA, USA) y por Promega (Madison, WI, USA). Todos los
reactivos para cultivo primario, excepto el medio de cultivo y el suero fetal bovino,
fueron provistos por GIBCO (Buenos Aires, Argentina). El suero fetal bovino fue
adquirido en GBO (Buenos Aires, Argentina). El medio de cultivo Dulbecco
Minimo Eagle Modificado y el resto de las drogas utilizadas fueron provistos por
Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). El material descartable estéril fue
provisto por ETC Internacional (Buenos Aires, Argentina). El material plastico no

estéril fue provisto por Chemit (Buenos Aires, Argentina).

Animales

Para el desarrollo del primer objetivo de esta tesis se utilizaron ratas hembras
adultas de la cepa Wistar de 200-250 g de peso, provistas por el Bioterio Central de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.
Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura (21-
24 °C) y luz (ciclo de luz/oscuridad de 12 hs), con libre acceso al agua y alimento,
de acuerdo a las condiciones establecidas en la “Guia para el cuidado y utilizacion

de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de la Salud de los Estados
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Unidos (NIH) (Institute of Laboratory Animal Resources Commission on Life
Sciences 1996). Los animales fueron sacrificados por decapitacion y las
adenohipdfisis rapidamente removidas para la obtencion de los cultivos

primarios.

Cultivos primarios de adenohipéfisis
Las adenohipdfisis fueron colocadas en un tubo estéril de 20 ml con medio
Dulbecco Eagle Modificado (DMEM), suplementado con L-glutamina 2 mM,
aminodcidos para medios de cultivo minimos esenciales (MEM-aa) 10 pg/ml,
gentamicina 25 pg/ml, anfotericina B 5.6 ng/ml, pH 7.2-7.3 (DMEM-S) y
seroalbimina bovina (BSA) 0.3%. Las adenohipéfisis fueron lavadas tres veces con
el mismo medio y cortadas en trozos de 1 mm3 aproximadamente. Los fragmentos
obtenidos fueron tratados sucesivamente con tripsina 0.25% durante 20 min a 37
°C, inhibidor de tripsina 0.1% 10 min y desoxirribonucleasa del tipo II 0.1% 10
min, en condiciones de gaseado con COz al 5% y sin agitacion. Posteriormente, los
fragmentos fueron lavados en tres pasos sucesivos con una soluciéon de EDTA 2
mM en buffer Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB) libre de Ca?* y de Mg?* (KRB-CMF)
pH 7.2-7.3, con una solucién de EDTA 1 mM y con buffer solo sin EDTA. En cada
lavado se centrifugé 3 minutos a 900 x g. Finalizado el altimo lavado, las células
fueron dispersadas de manera mecanica por el pasaje de los fragmentos a través
de una pipeta Pasteur siliconada hasta que los mismos no fuesen visibles. Las
células monodispersas fueron centrifugadas 8 min a 1000 x g y luego
resuspendidas en DMEM-S con suero fetal bovino (FBS) 10%.

El namero de células obtenidas de la dispersion se determind por recuento
en camara de Neubauer y la viabilidad se examin6é por el método de exclusion
utilizando azul de Trypan. La viabilidad de las células utilizadas en los cultivos

primarios fue siempre mayor al 90%.
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Después del recuento, las células resuspendidas en DMEM-S-FBS 10% fueron
sembradas en placas de cultivo y estabilizadas durante 72 hs en estufa de cultivo a

37 °Cy 5% COz previo a la realizacién de los distintos experimentos.

Tratamiento de las células en cultivo

Para la induccién de apoptosis con NO se utilizé el dador de accién prolongada
DETA NONOato (DETA/NO). La disolucién del DETA/NO en medio de cultivo
a una concentraciéon final de 1 mM causa una liberaciéon gradual de NO. Esta
liberacién tiene su maximo a las 2 hs y permanece constante durante 24 hs (Fig. 1).
Con una soluciéon de DETA/NO 1 mM se alcanza una concentracion de NO de 1.9
- 2 uM (Fig. 6) (Borutaite & Brown 2003). Dicha concentracion es consistente con
los niveles endégenos de NO encontrados durante procesos inflamatorios
(Hofseth et al. 2003).

Para iniciar los tratamientos de las células, luego del periodo de
estabilizacion, el medio fue descartado y las células fueron incubadas con DMEM-
S-FBS 10% fresco solo (células control) o con DETA/NO 1 mM por diferentes
tiempos. El DETA/NO 1 mM fue disuelto en DMEM-S-FBS 10% 2 hs antes de
iniciar las incubaciones de modo tal de alcanzar una concentracioén estable de NO
en el medio.

Cuando se estudio el efecto de alguna droga sobre la accién del NO en las
células, las mismas fueron preincubadas con la droga sola durante 1 h para evitar
problemas entre la cinética de acciéon del NO y la droga, y luego con la droga y el
dador de NO por diferentes tiempos segtin el disefio experimental.

En los casos en los cuales las drogas madres debieron ser disueltas en DMSO
(ver Tabla 1), se agregdé al medio control la misma concentraciéon de DMSO
presente en el medio de las células tratadas con la méxima concentraciéon de la

droga.
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Fig. 6: Curva de liberacion de NO por el DETA/NO 1 mM. La determinacién de la liberacién
de NO fue realizada en la Cétedra de Fisicoquimica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad de Buenos Aires. Se utilizé un electrodo selectivo sensor ISO-NO MARK II,
World Precision Instrument. Los registros en funcién del tiempo fueron grabados y analizados

utilizando el programa Duo 18™.

Concentracion de

Droga sol. madre (mM) Solvente
BAPTA 20 DMSO
CalciumGreen 20 DMSO
Ciclosporina A 50 Etanol
DCDCE-DA 50 DMSO
DHR123 200 DMSO
DiOCq 1 DMSO
LY-83583 10 DMSO
MCB 25 DMSO
Rotenona 10 DMSO
Z-VAD-fmk 20 DMSO

Tabla 1: Drogas empleadas en los experimentos, concentracion de sus soluciones madres y

solventes utilizados.
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Ensayo de actividad celular (MTT)
Para los ensayos de actividad celular, las células fueron sembradas en placas de
cultivo de 96 pocillos (0.1 x 106 células/ pocillo en 200 pl). En cada experimento, los
tratamientos de las células se realizaron por columna (8 pocillos) de la placa de
manera tal de tener octuplicados de los datos. Finalizado los tratamientos, el
medio fue descartado, las células fueron lavadas 2 veces con 100 ul de buffer KRB
y se agregaron 110 pl/pocillo de una solucién de metil-tiazol-tetrazolio (MTT) 5
mg/11 ml en buffer KRB. Las placas se incubaron durante 3 hs (37 °C, 5% COy)
para permitir la formacion de los cristales de formazan. Al término del periodo de
incubacion, se retiraron cuidadosamente 90 pl de la solucién de MTT y se
agregaron 100 pl de HCI 0.04 N en isopropanol. Las placas se agitaron durante al
menos 3 min hasta la solubilizacion total de los cristales de formazan. Una vez
desarrollado el color, se midi6 la absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro
para placas de ELISA (Biotrak II, Amersham Biosciences, USA).

La actividad celular fue considerada como indice de la viabilidad celular
(Newton 1995) y los resultados fueron expresados como porcentaje de la

absorbancia obtenida en las células control.

Ensayo de actividad de caspasa 3

Para la medicion de actividad de caspasa 3, las células fueron sembradas en placas
de cultivo de 24 pocillos (1 x 10¢ células/pocillo en 1 ml) y cada tratamiento fue
realizado por cuadruplicado. Finalizado los tratamientos, el medio fue descartado,
las células fueron lavadas 2 veces con 300 ul de buffer KRB-CMF y resuspendidas
por tripsinizaciéon incubandolas con una solucién de tripsina 0.25% - EDTA 0.038 %
en el mismo buffer durante 5 min a 37 °C y CO2 5%. La actividad de la tripsina fue
inhibida con el agregado de FBS (33 ul/pocillo). Las células provenientes de 2
pocillos (2 x 10° células) bajo el mismo tratamiento fueron colocadas en un tubo
Eppendorf y centrifugadas a 1000 x g 10 min. El pellet obtenido fue resuspendido
en 150 pl de buffer de lisis (Hepes 50 mM pH 7, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
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ditiotreitol (DTT) 1 mM, digitonina 10 uM, pepstatina 10 pg/ml, leupeptina 10
png/ml y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM) por 30 min a 0 °C. Esta
suspension fue centrifugada 20 min a 10.000 x g a 4 °C. El sobrenadante obtenido
fue mezclado en relaciéon 1:1 con 100 pl de buffer de reaccion (Hepes 100 mM pH
7, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM y glicerol 10%) y colocado en una placa de cultivo
de 96 pocillos. La reaccion se inicié con el agregado de 5 pl (5 mg/ml) del reactivo
colorimétrico N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide (Ac-DEVD-pNA, sustrato
que es clivado especificamente por la caspasa 3). La placa (conteniendo las
mezclas de reaccion correspondientes a las distintas condiciones estudiadas) fue
incubada durante 1 h a 37 °C y posteriormente se determiné la cantidad de
sustrato clivado (pNA liberado) midiendo la absorbancia a 405 nm en un
espectrofotometro para placas de ELISA.

La actividad de caspasa 3 fue calculada como Abs 405 nm/mg proteina de
la muestra y los resultados se expresaron respecto de la actividad en las células

control, la cual fue considerada arbitrariamente como 1.

Determinaciones realizadas por citometria de flujo

Para los estudios de citometria de flujo utilizando sondas fluorescentes las células
fueron sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos (0.5 x 10¢ células/pocillo en
500 pl) y los distintos tratamientos fueron realizados por triplicado. Para permitir
que las células incorporaran la sonda, éstas fueron afiadidas directamente a los
medios de cultivo (a partir de una solucién 10X) 20 - 30 min antes de finalizar los
tratamientos. Al término del periodo de incubacién, el medio fue descartado y las
células fueron lavadas 2 veces con KRB-CMF para eliminar los restos de sonda que
no hubieran sido incorporados. Las células fueron resuspendidas por
tripsinizaciéon, como se detall6 en el protocolo anterior, y colocadas en tubos
plasticos de citometria. A cada tubo se le agregaron 10 pg/ml de ioduro de
propidio (IP) para poder detectar células inviables. La fluorescencia se midié en

un citometro de flujo Becton-Dickinson FACScalibur (San José, CA, USA). Se
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analizaron 10.000 células por tubo. La excitacion de todas las moléculas se realizé
con un laser de argén (488 nm), el registro de la fluorescencia de todas las sondas
se realiz6 en el canal FL1 (535 nm) y el de IP se hizo en el canal FL2 (585 nm).

El IP solamente es capaz de tefir células con la membrana plasmatica
dafiada, por lo que las células positivas para IP son consideradas inviables. En el
control, las células positivas para IP fueron siempre menos del 5%. Las células
positivas para IP no fueron utilizadas para los analisis subsiguientes, por lo que
los datos presentados corresponden exclusivamente a células que todavia son
consideradas viables.

Los datos obtenidos en el citometro fueron analizados utilizando el
programa WinMDI 2.8 (http://facs.scripps.edu). Los valores de fluorescencia
obtenidos en cada tratamiento fueron expresados como porcentaje de la

fluorescencia en las células control.

- Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

Para esta determinacion se utilizé la sonda 3,3-dihexiloxacarbocianina iodada
(DiOCs) en una concentracion final de 20 nM. Esta sonda se intercala en la
membrana mitocondrial interna en funcién de su potencial electroquimico y al
hallarse en un entorno lipidico se vuelve fluorescente (Rottenberg y Wu 1998). A
mayor potencial, mayor cantidad de sonda se intercalara en la membrana y mayor
serd la fluorescencia emitida. Contrariamente, a menor potencial, menor cantidad

de sonda podra intercalarse y en consecuencia menor seré la fluorescencia emitida.

- Determinacion de los niveles citosdlicos de calcio
Para esta determinacion se utilizé la sonda Calcium-green (concentracion final 20

uM), la cual permite detectar cambios en los niveles citosélicos de este cation por

citometria de flujo (Eberhard & Erne 1991).

- Determinacion de los niveles intracelulares de ROS
Para esta cuantificacion se utiliz6 la sonda dihidro rodamina 123 (DHR123) en una

concentracion final de 20 uM. Esta sonda es un compuesto lipofilico que puede
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atravesar la membrana plasmatica rdpidamente (Crow 1997; Walrand et al. 2003).
Una vez en el citoplasma, la DHR123 es oxidada al compuesto fluorescente
rodamina, el cual se internaliza en la mitocondria. Esta sonda es especificamente
oxidada por peroxinitrito y peréxido de hidrégeno, pero no reacciona con el anién

superdxido ni con el NO (Crow 1997).

Determinacion de los niveles intracelulares de ROS por espectrofluorometria
Para esta determinacion, se utilizdé la sonda 5,6-dicarboxi-2',7'-dicloro-dihidro-
fluoresceina diacetato (DCDCF-DA) en una concentracion final de 20 puM. Esta
sonda es un analogo estructural de la DHR123, con la diferencia de que al entrar
en la célula, es desacetilada por esterasas a DCDCF y luego de ser oxidada a
fluoresceina permanece en el citosol (Crow 1997; Walrand et al. 2003).

Para la mediciéon de fluorescencia por espectrofluorometria se sigui¢ el
mismo protocolo que para los experimentos de citometria en cuanto a la siembra
de células y su resuspensién por tripsinizaciéon. Las células resuspendidas (0.5 x
106 células en 300 pl) fueron colocadas en cubetas de cuarzo y la fluorescencia de
la sonda se determiné en un espectrofluorémetro Kontron SFM-25 (A ex: 505 nm,
Aem: 535 nm). La fluorescencia basal fue determinada en células sin ningan
tratamiento (control) y sin el agregado de la sonda y el valor obtenido fue restado
de la fluorescencia de todas las muestras. Inmediatamente después de finalizar las
determinaciones de ROS, las células fueron lisadas con NP-40 (concentracion final
1%), se agrego IP a la solucién (concentracion final 10 pg/ml) y se determiné su
fluorescencia (A ex: 535 nm, A em: 585 nm) como medida del contenido de ADN en
cada muestra.

Los niveles intracelulares de ROS fueron calculados como fluorescencia de
DCDCEF-DA/fluorescencia de IP y expresados como porcentaje de los niveles de

ROS en las células control.
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Ensayo de Western Blot

- Obtencion de la muestra proteica

Para los ensayos de Western Blot las células fueron sembradas en placas de cultivo
de 24 pocillos (1 x 10 células/pocillo en 1 ml). Finalizado los tratamientos, el
medio fue descartado y las células fueron resuspendidas por tripsinizacién como
se detall6 anteriormente. Las células resuspendidas provenientes de 4 pocillos (4 x
106 células) bajo el mismo tratamiento fueron colocadas en un tubo Eppendorf y
centrifugadas 10 min a 1000 x g a 4 °C. El pellet obtenido fue resuspendido en 50 ul
de buffer de lisis (Hepes 50 mM pH 7, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, SDS 0.1%,
pepstatina 10 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml y PMSF 1 mM), homogeneizado en un
sonicador Branson Sonifier (VWR Scientific) durante 15 seg a potencia 4, en hielo,
y luego centrifugado durante 20 min a 10.000 x g a 4 °C. Una alicuota de 10 pl del
sobrenadante obtenido fue extraida para la cuantificacion de proteinas en la

muestra. El resto del sobrenadante fue guardado a -70°C hasta su uso.

- Separacion de las proteinas e inmunodeteccion

Un total de 50 - 70 pg de proteina por muestra fue hervido en buffer Laemmli y
sembrado en un gel desnaturalizante de Acrilamida-Bisacrilamida 15% (15% SDS-
PAGE). La electroforesis se realiz6 a 120 volts durante 1.5 - 2 hs. Las proteinas
fueron transferidas a una membrana de polyvinylidende fluoride (Immobilion-P)
y bloqueadas toda la noche a 4 °C en 50 ml de solucién de bloqueo (Tween-20
0.05% y leche descremada 6% en buffer TBS 1X). Luego las membranas fueron
incubadas con 8 - 10 ml del anticuerpo primario, diluido en solucién de bloqueo,
durante 2 hs a 37 °C con agitacion, y toda la noche a 4 °C sin agitacion.

Las membranas fueron lavadas 3 veces (por 10 min) con buffer TBS 1X e
incubadas con los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa diluidos en
buffer TBS 1X, durante 2 hs con agitacion. La inmunodeteccion se realizé con una
soluciéon de diaminobenzidina conteniendo H>O2 0.01%.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anticuerpo policlonal anti p53

hecho en cabra (sc-1313, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) en una dilucién
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final de 1/200; anticuerpo policlonal anti Bax hecho en conejo (sc-493, Santa Cruz)
en una dilucién 1/200 y anticuerpo anti actina hecho en conejo (Sigma Aldrich,
Buenos Aires, Argentina) en una dilucién 1/1000. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron: anticuerpo anti IgG de conejo hecho en cabra conjugado a
peroxida (A9169, Sigma) en dilucién 1/2000 y anticuerpo anti IgG de cabra hecho
en burro conjugado a peroxidasa (sc-2020, Santa Cruz) en dilucién 1/2000.

En el caso del Western Blot de Bax, se realiz6 una co-incubacién con los
anticuerpos anti Bax y anti actina ya que las bandas reveladas correspondientes
(Bax, 23 kDA y actina, 42 kDa) estan bien separadas ente si.

En el caso de p53 (53 kDa), como las bandas reveladas se superponen con las
de actina (42 kDa), primero se realizé la incubacién de la membrana con el
anticuerpo anti p53 y su inmunodeteccién correspondiente. Luego, la membrana
fue incubada con buffer de Stripping (Tris 62.5 mM pH 6.5, SDS 2% y B-
mercaptoetanol 100 mM) durante 30 min a 66 °C con agitacion, para eliminar el
anticuerpo unido, y luego de varios lavados con TBS, finalmente se incubé con el
anticuerpo anti actina y se realizé su inmunodeteccion.

Las membranas reveladas fueron pasadas por un scaner para obtener una
imagen digital y la densitometria de las bandas fue realizada con el programa Gel
Pro Analyzer 3.1 (Media Cybernetics, LP, Silver Spring, MD). Para poder realizar
la comparacién estadistica, los resultados de la densitometria de Bax o p53 de cada
muestra fueron normalizados a los valores de densitometria de actina para dicha

muestra. Los resultados fueron expresados como porcentaje de las células control.

RT-PCR semicuantitativa

Para la cuantificacién de los niveles de ARNm por RT-PCR semicuantitativa, las
células fueron sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos (1 x 10°
células/pocillo en 1 ml). Una vez finalizados los tratamientos, el medio fue
descartado y se procedi6 al aislamiento del ARN. Se utilizaron agua y elementos
descartables libres de RNAsa y DNAsa. La mesada y el resto de los elementos

fueron limpiados con etanol 70%.

34



Tesis de Doctorado Materiales & Métodos

- Extracciéon de ARN de las células en cultivo
Se agregaron 177 ul de Trizol por pocillo y se incub6 5 min a temperatura
ambiente. La suspension proveniente de 4 pocillos (4 x 10¢ células) bajo el mismo
tratamiento fue colocada en un tubo Eppendorf. Se agregaron 142 ul de
cloroformo en cada tubo, se agit6é vigorosamente durante 15 seg, se incub6 3 min a
temperatura ambiente y se centrifugd 10 min a 12.000 x g a 4 °C. La fase acuosa
obtenida fue traspasada a un tubo Eppendorf nuevo y se agregaron 354 ul de
isopropanol. Se incub6é 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé 10 min a
12.0000 a 4 °C. Se descarto el sobrenadante por inversion y el pellet se resuspendi6é
en 708 pl de etanol 75%. Los tubos se agitaron en un Vortex durante 15 seg y se
centrifugaron 5 min a 7500 x g a 4 °C. Se descarto el sobrenadante por inversion, se
dejo secar el pellet al aire por unos minutos y se resuspendié en 20 pl de agua
bidestilada estéril. Los tubos se incubaron a 55-60 °C para la resuspension del
ARN aislado. Finalizada la incubacién los mismos se colocaron radpidamente en
hielo.

El contenido de ARN de cada tubo se cuantificé a partir de una alicuota en
un espectrofotémetro Shimatzu UV-265 (Kioto, Japén) midiendo la absorbancia a
260 nm y la relacion Abs260/Abs280=1.8-2 la cual permite confirmar la ausencia
de contaminacién con proteinas. El ARN aislado fue guardado a -70 °C hasta

realizar la retrotranscripciéon al ADN complementario (ADNCc).

- Sintesis de ADNc y retrotranscripcion

Se utilizaron 2 pg de ARN total para la sintesis de ADNc. Este fue incubado por 5
min a 65 °C con 1 pl de Oligo dT15 0.5 pg/pl (Biodynamics, Argentina), 1 pl de
dNTP mix 10 mM y agua libre de RNAsa csp 13 pl.

La retrotranscripciéon se realizé a 37 °C durante 50 min en 20 pl de la
siguiente mezcla de reaccién: 13 pl de la mezcla anterior, 4 pl First-strand Buffer
5X, 2 pyl de DIT 55 mM y 1 pl de la retrotranscriptasa (MMLYV, 3.125 U). La
reaccion fue finalizada inactivando la enzima por calentamiento a 70 °C durante 15

min. Los ADNc fueron guardados a -70 °C hasta la realizacién de la PCR.
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- PCR semicuantitativa

La amplificacién del ADNc se realiz6 en un termociclador Mastercycler Eppendorf
(Hamburg, Germany). La reacciéon de PCR contenia: 2 ul de ADNc, 10 pl Buffer Go
Taq 5X, 1 pul de dNTP mix 10 mM, 1 pl de cada primer 10 uM, 0.25 pl Go Taq (0.625
U) y agua estéril csp 50 pl.

La técnica de RT-PCR semicuantitativa permite detectar cambios relativos en
la expresion del ARNm. Por tal motivo, las primeras reacciones de PCR tanto para
Bax como para Bcl-2 se llevaron a cabo con un ntimero de ciclos de amplificacion
variables (20 - 40) de modo tal de encontrar un ntmero de ciclo en el cual
comience a aparecer el producto de amplificacion y asegurarnos de este modo de
estar dentro del rango lineal de amplificacion.

En ambos casos la aparicion de producto se observé al ciclo 38, pero recién
en el ciclo 40 las bandas fueron lo suficientemente intensas para poder ser
detectadas por densitometria, por lo tanto las reacciones de PCR fueron realizadas
en las siguientes condiciones:

Bax: 2 min a 94 °C para la activacién de la polimerasa seguidos por 40 ciclos
de 1 mina 94 °C, 1 min a 55 °C y 1 min a 72 °C, y un dltimo ciclo de elongacion de
10 min a 72°C.

Bcl-2: 2 min a 94 °C seguidos por 40 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina 60°Cy 1
min a 72 °C, y un altimo ciclo de 10 min a 72°C.

Como control de expresion se utilizo el gen constitutivo de B-actina (ver
primers en la Tabla 2). La PCR de actina se realizé siempre antes que las otras
PCRs de modo tal de comprobar la integridad del cDNA sintetizado y la ausencia
de contaminaciéon con ADN genémico. La reaccion de PCR fue realizada en las
siguientes condiciones: 4 min a 94 °C seguidos por 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a 56 °Cy 1 min a 72 °C, y un altimo ciclo de 10 min a 72°C.

Los productos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en un
gel de agarosa 2% con bromuro de etidio. Las bandas obtenidas fueron
visualizadas en el Foto/ Analyst Investigador-PC Foto/Eclipse y la densitometria

de las mismas fue realizada con el programa Gel Pro Analyzer 3.1.
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Para poder realizar la comparaciéon estadistica, los resultados de la
densitometria de Bax o Bcl-2 de cada muestra fueron normalizados a los valores
de densitometria de actina de la misma muestra. Los resultados fueron expresados
como porcentaje de las células control.

Los primers para Bax y Bcl-2 fueron disefiados utilizando el software
Primer3 del instituto Whitehead (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/ primer3/
primer3_www.cgi). Para confirmar la especificidad de los primers, éstos fueron
analizados frente a una base no redundante de secuencias génicas de rata
empleando la aplicacion BLAST del National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Los primers, el tamafio de

los productos de amplificaciéon y el cédigo de los genes utilizados se muestran en

la Tabla 2.

Gen Locus Primers Tamano del producto
e i T
s memeoe
o7 o e

Tabla 2: Primers utilizados para estudiar la expresion de ARNm por RT-PCR.

Anilisis de la morfologia nuclear

Para este estudio las células fueron sembradas sobre cubreobjetos circulares
(Fisherbrand 12 mm, Fisher Scientific, USA) ubicados dentro de placas de cultivo
de 24 pocillos (0.1 x 10° células/cubreobjeto en 500 pl). Al término de los
tratamientos, las células adheridas a los cubreobjetos fueron lavadas con PBS 1X
(300 pl/ pocillo) a 4 °C e inmediatamente fijadas con formaldehido 4% en PBS
durante 30 min a 4 °C. Después de la fijacién las células fueron lavadas 3 veces con

PBS y luego 1 vez con agua bidestilada. Finalizados los lavados, las células se
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montaron en una solucién de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1 pg/ml, 1,4
diazabiciclooctano (DABCO) 23.3 mg/ml y 20 mM Tris-HCl (pH 8) en glicerol.

La morfologia nuclear fue observada y cuantificada en un microscopio de
fluorescencia Olympus BX50. Se contaron al menos 500 ntcleos por cubreobjetos
en campos elegidos al azar. De cada tratamiento se analizaron 3 cubreobjetos.

En este andlisis s6lo se consideraron como células apoptéticas aquellas
exhibiendo ntcleos fragmentados. El recuento se realiz6 a ciego con respecto a los
distintos tratamientos de modo tal de evitar la subjetividad de la observacion. Los
datos fueron expresados como (n° de ntcleos fragmentados/n° total de ntcleos) x

100.

Determinacion de apoptosis con Anexina e IP
Para esta determinacion, las células fueron sembradas en placas de cultivo de 24
pocillos (0.5 x 10° células/pocillo en 500 pl) y cada tratamiento fue realizado por
triplicado. Finalizado los tratamientos, el medio fue descartado y las células
fueron resuspendidas por tripsinizaciéon. La suspensién de cada pocillo fue
colocada en un tubo de citometria y los tubos fueron centrifugados durante 10 min
a 1000 x g a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y el pellet (0.5 x 10¢ células) fue
resuspendido en 250 ul de buffer de incubacion (Hepes 10 mM pH 7.4, NaCl 140
mM y CaClz 2.5 mM) conteniendo 2.5 pl de Anexina V-FITC (Pharmingen, BD
Biosciences, USA) y 2 ul de IP 50 pg/ml. Las células fueron incubadas durante 15
min a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego se agregaron 250 pl de buffer
solo y la fluorescencia fue cuantificada en un citémetro de flujo Becton Dickinson.
Se analizaron 10.000 células por tubo. El registro de fluorescencia de la Anexina V-
FITC se realiz6 en el canal FL1 (535 nm) y el de IP se hizo en el canal FL2 (585 nm).
Los datos obtenidos en el citometro fueron analizados utilizando el programa
WinMDI 2.8.

Este ensayo permite detectar células que estan entrando en apoptosis asi

como también células en los tltimos estadios del proceso (Vermes et al. 1995). Un
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evento caracteristico de las primeras etapas de la apoptosis es la externalizaciéon de
la fosfatidilserina. Este es un fosfolipido de la cara interna de la membrana
plasmatica que es translocado hacia la cara externa quedando totalmente
expuesto. La Anexina es una molécula con alta afinidad por la fosfatidilserina por
lo que la marcacién de las células con Anexina V-FITC permite identificar aquellas
que estén en las etapas iniciales de la apoptosis. En un estadio mas avanzado del
proceso apoptoético se pierde la integridad de la membrana plasmatica (evento que
se da también en una muerte por necrosis) y colorantes vitales como el IP pueden
ingresar a la célula. El uso de ambos marcadores permite identificar células en las
primeras etapas de la apoptosis (Anexina positivas, IP negativas) de células en las
altimas etapas del proceso o nécroticas (Anexina positivas, IP positivas).

Como previamente demostramos que luego de 48 hs de exposicion al NO la
presencia de células necréticas es despreciable (Velardez et al. 2004), las células
que resultaron positivas para Anexina y negativas para IP fueron consideradas
como apoptéticas tempranas y las que resultaron positivas para ambos
marcadores fueron consideradas como apoptéticas tardias. Los resultados
presentados muestran el porcentaje total de células apoptéticas (tanto tempranas

como tardias).

Ensayos de actividad enzimatica

Para la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes, las células
fueron sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos (1 x 10° células/pocillo en 1
ml) y los distintos tratamientos fueron realizados por triplicado. Finalizado los
tratamientos, el medio fue descartado y las células fueron resuspendidas por
tripsinizacién. La suspension de cada pocillo fue colocada en un tubo Eppendorf y
los tubos fueron centrifugados durante 10 min a 1000 x g a 4 °C. El sobrenadante
fue descartado y el pellet fue resuspendido en 50 pl de buffer de lisis (Hepes 500
mM pH 7.4, KCI 125 mM, pepstatina 10 ng/ml, leupeptina 10 pg/ml y PMSF 1

mM) y homegeneizado por sonicacién durante 15 seg a potencia 4, en hielo. Los
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tubos fueron centrifugados 30 min a 10.000 x g a 4 °C. Una alicuota de 5 pl del
sobrenadante obtenido fue extraida para la cuantificaciéon de proteinas en la
muestra. El resto del sobrenadante fue utilizado para la medicién de la actividad
de las diferentes enzimas. Las determinaciones se realizaron en un
espectrofotometro Beckman Coulter DU 250 (Fullerton, CA, USA).

Para la determinacién de la actividad enzimatica de la catalasa se colocaron
en una cuba de cuarzo 1 ml de la mezcla de reacciéon conteniendo 40 pl de muestra
y 800 pl buffer fosfato 50 mM pH 7. La reaccién comenzé con el agregado de 100 pl
de H>O2 0.3 M y se midi6 la velocidad de reduccion del H2Oz a 240 nm durante 2
min. Las mediciones fueron realizadas contra un blanco sin H>O». La actividad
enzimaética fue calculada como pmoles de H>O> consumidos/min/mg prot.

Las actividades enziméticas de la GPx y GR fueron determinadas midiendo
la velocidad de oxidacion del NADPH a 340 nm durante 3 min. En el caso de la
GPx, la mezcla de reaccion (1 ml) contenia 40 pul de muestra, 800 ul de buffer
fosfato 50 mM pH 7 - EDTA 1.5 mM - azida s6dica 1 mM, 20 ul de NADPH 10
mM, 10 pl de glutation reducido (GSH) 100 mM y 10 pl (1 unidad) de GR. La
reaccion fue iniciada con el agregado de 50 pul hidroperéxido de cumeno 24 mM.
En el caso de la GR, la mezcla de reaccién (1 ml) contenia 40 pl de muestra, 800 pl
de buffer fosfato 50 mM pH 7 - EDTA 1 mM y 10 pul de NADPH 10 mM. La
reaccion fue iniciada con el agregado de 100 pl de glutation oxidado (GSSG) 10
mM. En ambos casos las mediciones fueron realizadas contra un blanco sin
NADPH vy la actividad enzimética fue calculada como pmoles de NADPH

consumidos/min/mg prot.

Determinacion de los niveles intracelulares de glutatiéon

- Determinacién de los niveles intracelulares de glutation reducido (GSH) y

oxidado (GSSG) con el reactivo de OPT
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Los niveles intracelulares de GSH y GSSG fueron determinados mediante un
ensayo fluorométrico utilizando el compuesto fluorescente orto-phthaldialdehido
(OPT). Este reactivo reacciona con GSH a pH 8 y con GSSG a pH 12 (Hissin & Hilf
1976). Para llevar a cabo este ensayo las células fueron sembradas en placas de
cultivo de 24 pocillos (0.5 x 10¢ células/pocillo en 500 pl) y los distintos
tratamientos fueron realizados por cuadruplicado. Finalizado los tratamientos, el
medio fue descartado, las células fueron lavadas con PBS 1X y las mismas fueron
lisadas con Tris 15 mM pH 7.4 (300 pl/pocillo) incubdndolas durante 30 min a 37
°C. Se tomo¢ una alicuota de 10 pl del lisado para la cuantificacion de proteinas de
la muestra y dos alicuotas de 100 pl para la determinacién de GSH y GSSG
respectivamente. Para la determinaciéon de GSH, los 100 pl de muestra se
colocaron en un tubo de vidrio y se agregaron 100 pl de OPT (1 mg/ml en
metanol) y 1.8 ml de NaHPOs pH 8, los tubos se agitaron suavemente y se
incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. La
fluorescencia se midi6 en wun espectrofluorémetro Kontron SFM-25
(A ex: 350 nm, A em: 420 nm) contra un blanco de buffer Tris.

La determinaciéon de GSSG se realiz6 en forma paralela. En primer lugar los
100 pl de muestra se colocaron en un tubo Eppendorf y se incubaron con 100 pl de
N-etilmaleimida (NEM, 5 mg/ml en metanol) durante 30 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. Este reactivo compleja al GSH que haya en la muestra y
de este modo se previene cualquier interferencia en la determinaciéon de GSSG
(Hissin & Hilf 1976). Seguidamente, 140 pl de esta mezcla se colocaron en un tubo
de vidrio con 100 pl de OPT y 1.76 ml de NaOH 100 mM pH 12, los tubos se
agitaron suavemente y se incubaron por otros 15 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. La fluorescencia se midi6 en un espectrofluorémetro
(A ex: 350 nm, A em: 420 nm) contra un blanco de buffer Tris.

Para establecer la concentracion de GSH y GSSG de las muestras se
realizaron paralelamente, curvas estandares que contenian cantidades conocidas

de GSH y GSSG (0 - 0.4 pg). Los niveles intracelulares de GSH y GSSG se
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calcularon como pg de GSH o GSSG/mg de proteina en la muestra y se

expresaron como porcentaje de los niveles de GSH o GSSG en las células control.

- Determinacién de GSH con la sonda MCB
Los niveles intracelulares de GSH también fueron determinados por otro método
fluorométrico utilizando la sonda monoclorobimano (MCB). Este compuesto es
incorporado por las células y reacciona especificamente con el GSH a través de
una reaccion enzimatica catalizada por la GSH transferasa (Sebastia et al. 2003).

Para llevar a cabo este ensayo, las células fueron sembradas en placas de
cultivo de 96 pocillos (0.1 x 10¢ células/pocillo en 200 pl) y los tratamientos fueron
realizados por cuadruplicado. Finalizados los tratamientos, el medio fue
descartado y se agregé una solucion de MCB 100 uM en DMEM-S-FBS 10% (100
ul/pocillo) y las células se incubaron en estufa (37 °C, CO2 5%) durante 30 min.
Luego, el medio con sonda fue descartado, las células fueron lavadas 2 veces con
PBS 1X (100 pl/pocillo) para eliminar la sonda que no hubiera sido incorporada y
lisadas con NP-40 1% en PBS (200 pl/pocillo) durante 30 min a 37 °C. La
fluorescencia del lisado fue medida en un espectroflurémetro (A ex: 390 nm, A em:
485 nm). La fluorescencia basal fue determinada en células sin ningdn tratamiento
(control) y sin el agregado de la sonda y el valor obtenido fue restado de la
fluorescencia de todas las muestras. Finalizadas las determinaciones de GSH, al
lisado transferido nuevamente a su correspondiente pocillo, se le agregaron 2 pl
de IP 1 mg/ml (conc. final 10 pg/ml) y se determiné su fluorescencia (A ex: 535
nm, A em: 585 nm) como medida del contenido de ADN en cada muestra.

Los niveles intracelulares de GSH fueron calculados como fluorescencia de
MCB/fluorescencia de IP y expresados como porcentaje de los niveles de GSH en

las células control.
Determinacion de proteinas

El dosaje de proteinas en las muestras fue realizado por el método de Bradford

(Biorad, Buenos Aires, Argentina) utilizando seroalbimina bovina como estandar.
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Analisis estadistico
Los resultados fueron expresados como la media + error estindar de la media
(SEM) y evaluados mediante analisis de la varianza de un factor (ANOVA)
seguido por la prueba de comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls
para disefios no balanceados o por la prueba de Dunnett segtin el disefio
experimental (Sokal & Rohlf 1995).

Las diferencias entre los grupos fueron consideradas significativas cuando p
fue menor a 0.05.

Los datos fueron confirmados mediante la realizaciéon de por lo menos tres
experimentos independientes.

Las distintas pruebas estadisticas fueron realizadas utilizando el software

Graphpad Prism 2.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3.3 RESULTADOS

*

% EINO induce la activacién de caspasa 3

La activacion de caspasas constituye un punto en comun de diversos estimulos
proapotoéticos (Thornberry & Lazebnik 1998; Stennicke & Salvesen 2000).
Resultados previos de nuestro laboratorio sugieren que las caspasas estan
involucradas en la apoptosis inducida por el NO en las células adenohipofisarias
ya que el tratamiento con inhibidores especificos de las caspasas 9 y 3 revirtieron
el efecto citotéxico del NO (Velardez et al. 2004). Con el objetivo de delinear la
secuencia de eventos que llevan a la muerte celular, y teniendo en cuenta que la
caspasa 3 es considera la principal efectora del proceso apoptoético (Dotto & Silke
2004), se estudi6 en primer lugar el tiempo en el cual esta caspasa es activada.

Las células adenohipofisarias fueron incubadas con DETA/NO 1 mM por
diferentes tiempos y luego se determin¢ la actividad de la caspasa 3 mediante un
ensayo colorimétrico. Como puede verse en la Fig. 7, recién a partir de las 6 hs de
incubacién se produjo un aumento en la actividad de la caspasa 3. La exposicién a

DETA/NO durante 3 hs no modifico la actividad de la misma.
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Figura 7: E1 NO induce la activacion de caspasa 3. Las células fueron incubadas con DETA/NO 1
mM por los tiempos indicados y la actividad de caspasa 3 fue determinada midiendo el clivaje del
sustrato especifico Ac-DEVD-pNA a 405 nm. La actividad de caspasa fue calculada como Abs 405
nm/mg prot y expresada en unidades relativas al control (células sin tratamiento). Los resultados
representan la media + SEM, n=4. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control. ANOVA seguido de la prueba de
Dunnett. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.

X/

% La despolarizacion del potencial de la membrana mitocondrial interna no
es un evento temprano en el proceso apoptético inducido por el NO
Generalmente se asume que el evento inicial de la via apoptética intrinseca (o
mitocondrial) es la disminuciéon del potencial de la membrana mitocondrial
interna (PMM), que ocurre debido a la alteraciéon de la integridad de la misma por
la accién de diversos estimulos apoptéticos. Esto provoca la liberacion de
citocromo c al citosol y la consecuente activacion de las caspasas 9 y 3 (Harada &
Grant 2003; Garrido & Kroemer 2004).

Con el objetivo de investigar si el NO causa una despolarizaciéon de la
membrana mitocondrial y de esta forma promueve la activaciéon de caspasas, las
células se incubaron con DETA/NO 1 mM por distintos tiempos y se determiné el
PMM por citometria de flujo utilizando la sonda DiOCs. Durante las primeras 12
hs de incubaciéon con DETA/NO no hubo una modificacién aparente del PMM.

Recién luego de 18 hs se produjo una marcada disminucién (Fig. 8). Para este
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momento la caspasa 3 ya estaba activada (Fig. 7) y las caracteristicas morfol6gicas
y ultraestructurales propias del proceso apoptético ya eran evidentes (Velardez
2004), sugiriendo que la caida del potencial no es el evento desencadenante del
proceso apoptético inducido por el NO en las células adenohipofisarias.

De todas formas, se quizo investigar cudl podia ser la causa de la
disminucién del PMM. El mecanismo mas conservado propuesto para explicar
dicha disminucién es la apertura de un poro transmembrana denominado “poro
de permeabilidad transitoria” (PPT). La apertura del PPT causa un aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, provocando la disipacién del
gradiente electroquimico y por ende la disminucién del PMM (Nicolli et al. 1996;
Polster & Fiskum 2004).

El tratamiento con ciclosporina A (CsA), molécula que inhibe la apertura del
PPT manteniendo la integridad de la membrana mitocondrial (Nicolli et al. 1996),
en una concentracion que previamente demostramos puede prevenir la
despolarizacion en estas células (Poliandri 2006), no pudo impedir la caida del
PMM provocada por el NO (Fig. 9). Este resultado demuestra que en este sistema,

la disipacion del PMM observada a las 18 hs no estaria relacionada con la apertura

del PPT.
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Figura 8: La despolarizacion del PMM no es un evento temprano en la cascada apoptética del
NO. Las células fueron incubadas con DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados y cargadas con
DiOCs 20 nM durante los ultimos 20 min de tratamiento. La fluorescencia fue determinada por
citometria de flujo. (A) Grafico del andlisis de la citometria correspondiente a un experimento
representativo de 3 experimentos independientes, eje Y: ntimero de células, eje X: intensidad de
fluorescencia. Se muestra la distribuciéon de la fluorescencia de las células incubadas con
DETA/NO en forma superpuesta con la del control (células sin tratamiento). (B) Los resultados
representan la media de fluorescencia = SEM (n=3) y estdn expresados como porcentaje del control.
*p <0.05, **p < 0.01 vs. control. ANOVA seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 9: La CsA no revierte la caida del PMM causada por el NO. Las células fueron incubadas
por 18 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de CsA 10 nM. Finalizados
los tratamientos, el PMM fue determinado por citometria de flujo utilizando la sonda DiOCs. Los
resultados representan la media de fluorescencia + SEM (n=8) y estan expresados como porcentaje
del control (células sin tratamiento). **p < 0.01, *** p < 0.001 vs. control. ANOVA seguido de la
prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.

El hecho de que la disrupciéon del PMM no sea un evento temprano que dispara la
activacion de caspasas sugiere que el NO no induce apoptosis en las células
adenohipofisarias por el mecanismo mds convencional descripto para la via
apoptoética intrinseca. En los dltimos afios han sido reportados diferentes
mecanismos apoptoticos en los cuales se produce activaciéon de caspasas e incluso
liberacion al citoplasma de factores proapoptéticos mitocondriales sin alteracion
alguna de la integridad mitocondrial (Finucane et al. 1999; Krhon et al. 1999; Lo &
Kim 2004). Por tal motivo se decidi6 estudiar distintos mecanismos, relacionados o
no con la via apoptoética intrinseca, que llevan finalmente a la activaciéon de

caspasas.
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% El efecto apoptético del NO es independiente de la activacion de la sCG
Como se mencioné en la introduccién, muchos de los efectos biolégicos del NO
estdn mediados por la estimulacion de sGC, enzima que cataliza la conversion de
GTP en cGMP, un segundo mensajero con un amplio espectro de accién (Ignarro
1989; Denninger & Marletta 1999; Taimor et al. 2000; Valenti et al. 2003). Estudios
previos de nuestro laboratorio muestran que el NO estimula la sintesis de cGMP
en la adenohipofisis (Velardez et al. 2000; Velardez et al. 2003a). En base a estos
antecedentes se estudio si la activacion de la enzima sGC esta involucrada en el
efecto apoptético del NO. Para ello se realizé6 un ensayo de MTT con el fin de
determinar la viabilidad de las células luego del co-tratamiento con DETA/NO 1
mM y LY-83583, un inhibidor de la sGC. El LY-83583, en concentraciones que
previamente demostramos son suficientes para inhibir a la enzima (Velardez et al.
2003b), no modificé el efecto del NO sobre la viabilidad celular (Fig. 10A).
Confirmando este resultado, un agonista de la sGC (BAY-41.2272), en
concentraciones que previamente demostramos aumentaba los niveles
intracelulares de cGMP (Velardez et al. 2003b), tampoco alter¢ el efecto citotéxico
del NO (Fig. 10B).

Estos resultados demuestran que la enzima sGC no participa en la apoptosis

inducida por la exposicion prolongada al NO en las células adenohipofisarias.
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Figura 10: El efecto apoptético del NO es independiente de la activacién de la enzima sGC. Las
células fueron incubadas por 24 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado
de LY-83583 (A) o BAY-41.2272 (B). Luego, las células fueron incubadas en medio fresco sin drogas
hasta completar 48 hs y la viabilidad celular fue determinada mediante un ensayo de MTT. Los
resultados representan la absorbancia media + SEM (n=8) y estan expresados como porcentaje del
control (células sin tratamiento). ***p < 0.001 vs. control. ANOVA seguido de la prueba de Student-
Newman-Keuls. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
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% El efecto apoptdtico del NO es independiente de p53

La acumulacién de p53 ha sido identificada como un indicador temprano del
efecto apoptético del NO (Briine & Schneiderhan 2003; Hofseth et al. 2003). Se ha
observado que el NO provoca la acumulaciéon de p53 mediante la estabilizaciéon de
la proteina transcripcionalmente activa y la inhibicion de su degradacion
proteosomal (Glockzin et al. 1999; Briine y Schneiderhan 2003). Ademads, en
algunos casos, esta acumulacion precede a la liberacién de citocromo c y la
activacion de caspasas (Brockhaus & Briine 1999).

En base a estas evidencias, como siguiente paso se estudi6 si el NO es capaz
de inducir la acumulaciéon de p53 en las células adenohipofisarias. Para ello se
incubaron las células con DETA/NO 1 mM durante distintos tiempos y luego se
evaluaron los niveles proteicos de p53 mediante Western Blot.

El nivel de proteina se mantuvo sin alteraciones durante todo el periodo de
incubaciéon con DETA /NO indicando que el NO no induce acumulacién de p53 en
las células adenohipofisarias (Fig. 11). Por lo tanto, esto indica que el efecto

apoptotico del NO estaria mediado por un mecanismo independiente de p53.
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Figura 11: El efecto apoptético del NO es independiente de p53. Las células fueron incubadas con
DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados. Las células fueron lisadas por sonicacién,
centrifugadas y el sobrenadante obtenido fue utilizado en un ensayo de Western Blot para
determinar los niveles proteicos de p53. (A) Western Blot de p53 y actina correspondiente a un
experimento. (B) Densitometria de los Western Blots. Los resultados representan la media £+ SEM
de 3 experimentos independientes. Los niveles de p53 en cada condicién fueron calculados como
intensidad de banda de p53/intensidad de banda de actina y expresados como porcentaje del
control (células sin tratamiento). p > 0.05 en todos los casos. ANOVA.
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X/

% EINO altera la expresion de Bax y Bcl-2

Las proteinas de la familia Bcl-2 constituyen un miembro clave en el proceso
apoptotico. Esta familia estd conformada por proteinas pro y antiapoptoéticas, y
actualmente se sugiere que el destino de la célula estaria determinado por el
balance entre los miembros de ambos grupos (Adams & Cory 1998; Reed 2006).

Con el objetivo de investigar si el NO altera la expresién de estas proteinas,
se estudiaron los cambios en la expresion de Bax (como representante de los
miembros proapoptéticos) y de Bcl-2 (como representante de los miembros
antiapopoticos).

Las células adenohipofisarias se incubaron con DETA/NO 1 mM durante
distintos tiempos y se evaluaron los cambios en la expresion de Bax, cuantificando
los niveles de proteina mediante Western Blot. En la Fig. 12 se puede observar un
aumento en los niveles proteicos de Bax a partir de las 3 hs de incubacién con
DETA/NO. La cuantificacion de los niveles de ARNm (por RT-PCR
semicuantitativa) confirmé que el NO induce un aumento de la expresiéon de Bax
(Fig. 13 Ay B)

Los cambios en la expresion de Bcl-2 se evaluaron por RT-PCR
semicuantitativa midiendo los niveles de ARNm. Contrariamente al efecto sobre
Bax, la incubacién con DETA/NO produjo una disminucién en la expresiéon de
Bcl-2. Los niveles de ARNm no se modificaron durante las 3 primeras horas pero
si disminuyeron a partir de las 6 hs de incubacion (Fig. 13 A y C).

En su conjunto, estos resultados muestran que el NO induce un aumento
temprano en la expresiéon de Bax y una disminucién en la de Bcl-2, lo que sugiere
que el NO altera el equilibrio de los miembros de la familia Bcl-2 inclindndolo

hacia un entorno proapoptético.
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Figura 12: El NO induce un aumento de los niveles proteicos de BAX. Las células fueron
incubadas con DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados. Las células fueron lisadas por
sonicacion, centrifugadas y el sobrenadante obtenido fue utilizado en un ensayo de Western Blot
para determinar los niveles proteicos de Bax. (A) Western blot de Bax y actina correspondiente a
un experimento. (B) Densitometria de los Western Blots. Los resultados representan la media *
SEM de 3 experimentos independientes. Los niveles de Bax en cada condicién fueron calculados
como intensidad de banda de Bax/intensidad de banda de actina y expresados como porcentaje
del control (células sin tratamiento). *p< 0.05, **p<0.01, ***p < 0.001 vs. control. ANOVA seguido
de la prueba de Dunnett.
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Figura 13: E1 NO altera la expresién de Bax y Bcl-2. Las células fueron incubadas con DETA/NO 1
mM por los tiempos indicados. Los niveles de ARNm de Bax y Bcl-2 fueron determinados por RT-
PCR semicuantitativa. (A) Productos de RT-PCR de Bax, Bcl-2 y actina correspondientes a un
experimento. (B y C) Densitometria de Bax y Bcl-2, respectivamente. Los resultados representan la
media + SEM de 3 experimentos independientes. Los niveles de ARNm tanto de Bax como de Bcl-
2 fueron calculados como intensidad de banda de Bax o Bcl-2/intensidad de banda de actina y
expresados como porcentaje del control (células sin tratamiento). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control.
ANOVA seguido de la prueba de Dunnett.
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% El efecto apoptético del NO es independiente de calcio

Debido a que el calcio participa en multiples procesos vitales para la célula, su
concentracién citos6lica se mantiene estrictamente regulada (Carafoli 2002) y
alteraciones de la misma pueden provocar muerte celular programada (Chan et al.
2002; Alberdi et al. 2005). Hay evidencias que muestran que el NO provoca un
aumento citosolico de calcio y que esto es determinante en la induccién de
apoptosis (Brorson & Zhang 1997). Por otro lado, estudios recientes sugieren que
los miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2 contribuirian con el inicio del
proceso apoptoético favoreciendo la salida de calcio desde el RE (Scorrano et al.
2003; Mathai et al. 2005).

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que un aumento
prolongado de calcio resulta perjudicial para las células adenohipofisarias
(Poliandri 2006) y que el NO es capaz de inducir una movilizacién rdpida y
transitoria de calcio a tiempos muy cortos (minutos) (Duvilanski et al. 1998).
Teniendo en cuenta estos antecedentes se decidi6 estudiar qué ocurre con los
niveles citosdlicos de este cation luego de tiempos mas largos de exposiciéon al NO
(horas). Posteriormente al tratamiento de las células con el dador de NO se
realizaron las mediciones de calcio por citometria de flujo, utilizando la sonda
fluorescente Calcium-green. Durante las primeras 6 hs de incubacién con
DETA/NO no hubo modificaciones en los niveles de calcio. Hacia las 12 hs se
produjo un leve aumento, el cual se hizo significativamente muy marcado luego
de 18 hs de tratamiento (Fig. 14).

Este aumento de calcio se produce en un tiempo en el que el proceso
apoptético ya se encuentra avanzado, indicando que el calcio no seria un
mediador temprano clave en la cascada apoptética inducida por NO. Para
corroborarlo, se evaluo si el tratamiento con un quelante de calcio podia prevenir
el efecto apoptético del NO. Para ello, se determiné la viabilidad celular luego del
co-tratamiento de las células con DETA/NO vy el quelante especifico de calcio
BAPTA-AM, en concentraciones que previamente demostramos anulaban los
efectos nocivos del exceso del cation (Poliandri 2006). El efecto citotoxico del NO

no pudo ser prevenido por el quelante de calcio BAPTA-AM, atn en la maxima

56



Events

Tesis de Doctorado Resultados

128

concentraciéon posible utilizada (Fig. 15), sugiriendo que el aumento de este
segundo mensajero no es relevante como desencadenante del efecto apoptético del

NO.
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Figura 14: El NO aumenta las niveles citosélicos de calcio. Las células fueron incubadas con
DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados y cargadas con la sonda Calcium-green 10 uM durante
los ultimos 30 min de tratamiento. La fluorescencia fue determinada por citometria de flujo. (A)
Gréfico del andlisis de la citometria correspondiente a un experimento representativo de 3
experimentos independientes, eje Y: nimero de células, eje X: intensidad de fluorescencia. Se
muestra la distribucién de la fluorescencia de las células incubadas con DETA/NO en forma
superpuesta con la del control (células sin tratamiento). (B) Los resultados representan la media de
fluorescencia + SEM (n=3) y estdn expresados como porcentaje del control. **p < 0.01 vs. control.
ANOVA seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 15: El efecto apoptético del NO es independiente del calcio. Las células fueron incubadas
por 24 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de BAPTA-AM. Luego, las
células fueron incubadas en medio fresco sin drogas hasta completar 48 hs y la viabilidad celular
fue determinada mediante un ensayo de MTT. Los resultados representan la absorbancia media *
SEM (n=8) y estan expresados como porcentaje del control (células sin tratamiento). ***p < 0.001 vs.
control. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado representativo de 3
experimentos independientes.

X/

% EINO induce un incremento temprano de ROS

Actualmente se postula que las ROS son importantes mediadoras de diversas
cascadas de sefiales en varios procesos biolégicos (Sen 2000; Lander 1997; Voeikov
2006) y que un aumento de las mismas puede inducir muerte celular por apoptosis
(Tan et al. 1998, Simon et al. 2000). Consistentemente con esto, se ha observado
que se requiere de la producciéon de ROS para la induccién de apoptosis por el NO
en ciertos tipos celulares (Brown & Borutaite 2001; Hu & Brindle 2005).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se investigd si el NO es capaz de
producir cambios en los niveles intracelulares de ROS en las células
adenohipofisarias. Para ello, las células se incubaron con DETA/NO 1 mM por
diferentes tiempos y los niveles de ROS se determinaron por citometria de flujo

utilizando la sonda DHR123.
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En la Fig. 16 puede observarse que el NO produjo un incremento en los
niveles intracelulares de ROS durante las 3 primeras horas de incubacién. Luego,
éstos disminuyeron progresivamente, retornando a los niveles basales hacia las 6

hs y a niveles inferiores después de las 18 hs.
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Figura 16: El1 NO induce un aumento transitorio de ROS. Las células fueron incubadas con
DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados y cargadas con DHR123 20 uM durante los tltimos 20
min de tratamiento. La fluorescencia fue determinada por citometria de flujo. (A) Grafico del
analisis de la citometria correspondiente a un experimento representativo de 3 experimentos
independientes, eje Y: ntimero de células, eje X: intensidad de fluorescencia. Se muestra la
distribucién de la fluorescencia de las células incubadas con DETA/NO en forma superpuesta con
la del control (células sin tratamiento). (B) Los resultados representan la media de fluorescencia
SEM (n=3) y estan expresados como porcentaje del control. **p < 0.01 vs. control. ANOVA seguido
de la prueba de Dunnett.
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Seguin algunos autores, la DHR123,que es oxidada a rodamina 123,requiere de su
internalizacion a la membrana mitocondrial para fluorescer (Sobreira et al. 1996).
Otros, sin embargo, muestran que la capacidad de fluorescer es independiente de
su localizacion mitocondrial (Crow 1997). Los resultados obtenidos muestran una
disminucién de los niveles de ROS en tiempos prolongados de incubacién con
DETA/NO vy esto coincide con la caida del PMM (Fig. 8). Para evitar que cualquier
alteracion en el PMM pueda interferir en la determinaciéon de ROS, se decidié
cuantificar los niveles intracelulares de ROS utilizando la sonda DCDCF-DA. Esta
sonda es un analogo estructural de la DHR123 con la diferencia de que luego de
ser oxidada a fluoresceina por las ROS, permanece en el citoplasma (Crow 1997).
En este caso la fluorescencia fue determinada por espectrofluorometria,
normalizando el resultado con el contenido de ADN tefiido con IP. Los resultados
obtenidos con DCDCF-DA reprodujeron a los observados con la sonda DHR123
(Fluorescencia DCDCF-DA/IP, % del control: Control: 100 + 2; DETA/NO 1h: 125
1 6% 3 hs: 117 £ 4; 6hs: 108 £ 1; 18hs: 72 £ 2*; 24hs: 68 £ 11**. *p < 0.05, **p < 0.01 vs.
control. Media + SEM, n=3. ANOVA seguido de la prueba de Dunnett. Resultado

representativo de 3 experimentos independientes).

% El aumento de ROS inducido por el NO se origina en la mitocondria
La mitocondria es la principal fuente de ROS dentro de la célula (Brunk & Terman
2002). En condiciones normales, hasta un 5% del O> consumido durante la
respiracion mitocondrial es reducido soélo parcialmente, generando al radical
superoxido (O2) a partir del cual se forman H>xO; y el radical hidroxilo (HO"),
especies mucho mas reactivas que el primero (Chance et al. 1979; Elliot & Volkert
2004). La mayor parte del Oz~ se genera por el escape de electrones a nivel del
complejo III de la cadena de transporte de electrones (CTE) (Armstrong et al.
2004).

El NO es uno de los principales reguladores de la respiracién mitocondrial.
Esta firmemente demostrado que el NO puede unirse reversiblemente al complejo

citocromo c¢ oxidasa (complejo IV) de la CTE, causando una inactivacion
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transitoria del mismo y favoreciendo la formacién de ROS (Poderoso et al. 1996).
El NO, a su vez, reacciona con el O~ formado en exceso generando peroxinitrito,
uno de los radicales libres mas reactivos mediadores de muchos de los efectos
nocivos del NO (Wink & Mitchell 1998; Koppenol 1999; Gow et al. 2002).

Con el fin de determinar si el aumento en los niveles de ROS podria deberse
a un efecto del NO sobre la CTE, las células se incubaron con DETA/NO 1 mM en
presencia de rotenona. Esta droga es un inhibidor del complejo NADH oxidasa I
(complejo I) de la CTE que impide la entrada de electrones a la cadena, reduciendo
la capacidad de la misma para generar O~ (Gennari et al. 2000; Pearlstein et al.
2002). Dado que la rotenona inhibe la respiraciéon pudiendo inducir muerte
celular, en primer lugar se realizaron incubaciones con concentraciones crecientes
de esta droga de modo tal de hallar una concentracion que pudiera disminuir la
entrada de electrones a la CTE sin afectar la viabilidad celular. Los resultados
obtenidos en el ensayo de MTT mostraron que concentraciones de rotenona
inferiores o iguales a 50 nM no resultan toéxicas para las células (Fig. 17), por lo

cual fueron las elegidas para el siguiente experimento.
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Figura 17: Efecto de la rotenona sobre la
viabilidad celular. Las células fueron
incubadas con concentraciones crecientes de
rotenona por 24 hs. El medio fue reemplazado
por medio fresco sin la droga y se determiné la
viabilidad celular a las 48 hs de iniciado el
tratamiento mediante un ensayo de MTT. Los
resultados representan la absorbancia media =
SEM (n=3) y estan expresados como porcentaje
del control (células sin tratamiento). ** p < 0.01
vs. control. ANOVA seguido de la prueba de
Dunnett. Resultado representativo de 3
experimentos independientes.
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A continuacién se examiné si el aumento en los niveles de ROS inducidos
por el NO era modificado por la presencia de rotenona. Para ello las células se co-
incubaron con DETA/NO 1 mM y/o rotenona 10 o 50 nM durante 3 hs, tiempo en
el cual se produce el aumento de ROS, y la fluorescencia fue cuantificada con la
sonda citosdlica DCDCF-DA. Ninguna de las dos concentraciones de rotenona
utilizadas modificaron per se los niveles basales de ROS. La rotenona en
concentraciéon de 10 nM no pudo prevenir el aumento de ROS inducido por el NO.
Sin embargo, en una concentracién de 50 nM, la droga si fue efectiva e inhibi6
completamente el incremento de ROS (Fig. 18) confirmando que este aumento se

origina en la mitocondria.
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Figura 18: La rotenona previene el aumento de ROS inducido por el NO. Las células fueron
incubadas por 3 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de Rotenona.
Durante los tltimos 20 min de tratamiento, las células fueron cargadas con DCDCF-DA 20 uM y la
fluorescencia fue cuantificada por espectrofluorometria, normalizando los valores obtenidos por el
contenido de ADN. Los niveles intracelulares de ROS fueron calculados como fluorescencia de
DCDCEF / fluorescencia IP y expresados como porcentaje del control (células sin tratamiento). Los
resultados representan la media de fluorescencia + SEM. *p < 0.05 vs. control; *p < 0.05 vs.
DETA/NO sin Rotenona. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado
representativo de 3 experimentos independientes.

62



Tesis de Doctorado Resultados

Los dos ultimos resultados muestran que el aumento de ROS se produce en la
mitocondria, y que ocurre muy tempranamente en la cascada de sefializacion
generada por el NO. Este aumento precede a la activaciéon de la caspasa 3, a la
disminucién de los niveles de Bcl-2, y es aparentemente simultdneo con el
aumento de Bax. En base a estos resultados se plante6 como hipétesis que el
incremento de ROS podria constituir uno de los primeros eventos
desencadenantes de la cascada apoptética inducida por el NO en las células
adenohipofisarias.

Para confirmar esta idea los siguientes experimentos se realizaron en
presencia de N-acetil cisteina (NAC), un precursor del glutatiéon reducido con

capacidad antioxidante (Zafarullah et al. 2003).

% El NAC revierte completamente el aumento de ROS inducido por el NO
En base al objetivo planteado, se evalud en primer lugar el efecto de la NAC sobre
el aumento de la producciéon de ROS.

Como puede observarse en la Fig. 19, el antioxidante redujo completamente

el aumento de ROS generado por el NO.

Figura 19: El NAC revierte el aumento
de ROS inducido por el NO. Las
células fueron incubadas por 3 hs con

Fluorescencia DHR123 (% control)

160 7 m Sin NAC medio solo o con DETA/NO 1 mM,
140 - * ONAC 5 mM con o sin el agregado de NAC 10 mM.
Durante los dltimos 20 min de

120 - A
tratamiento, las células fueron
100 1 cargadas con DHR123 20 uM y la
80 fluorescencia fue cuantificada por
60 - citometria de flujo. Los resultados
representan la media de fluorescencia
40 1 + SEM (n=3 ) y estan expresados como
20 A porcentaje del control (células sin
0 tratamiento). *p < 0.05 vs. control;
DETANO 1 mM p < 0.05 vs. DETA/NO sin NAC.
ANOVA seguido de la prueba de
Student-Newman-Keuls. Resultado

representativo de 3 experimentos
independientes.
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% ElI NAC previene la activacién de caspasa 3 inducida por el NO
Para investigar si las ROS producidas por el NO llevan a la activacién de caspasa
3, se evalud la actividad de esta proteasa luego de la incubacién de las células con
DETA/NO 1 mM en presencia de NAC 5 mM por 12 hs (tiempo en el que la
actividad de la caspasa mostr6 el aumento mds significativo con respecto al
control).

La incubacién en presencia del antioxidante previno completamente la

activacion de caspasa 3 inducida por el NO (Fig. 20).
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Figura 20: E1 NAC previene la activacion de caspasa 3 inducida por el NO. Las células fueron
incubadas por 12 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de NAC 5 mM.
Finalizado los tratamientos, la actividad de caspasa 3 fue determinada midiendo el clivaje del
sustrato especifico Ac-DEVD-pNA a 405 nm. La actividad de caspasa fue calculada como Abs 405
nm/mg prot y expresada en unidades relativas al control (células sin tratamiento). Los resultados
representan la media + SEM, n=4. *p < 0.05 vs. control; *p < 0.05 vs. DETA/NO sin NAC. ANOVA
seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado representativo de 3 experimentos
independientes.
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% ElINACreduce el efecto del NO sobre la expresion de Bax y Bcl-2

A continuacion, se estudio el efecto del antioxidante sobre los cambios producidos
por el NO en la expresion de Bax y Bcl-2, incubando a las células con DETA/NO 1
mM y NAC 5 mM durante 6 hs (tiempo en el cual ocurren los cambios mas
marcados).

El agregado de NAC previno totalmente el aumento en la expresién de Bax a
nivel de ARNm y parcialmente a nivel de proteina (Fig. 21 A, B y Fig. 22). Con
respecto a la expresion de Bcl-2, el tratamiento con el antioxidante previno de
forma marcada, aunque no completamente, la disminuciéon de los niveles de

ARNmMm causada por el NO (Fig. 21 A, C).
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Figura 21: E1 NAC reduce los cambios inducidos por el NO sobre la expresion de Bax y Bcl-2. Las
células fueron incubadas por 6 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de
NAC 5 mM. Finalizados los tratamientos, los niveles de ARNm de Bax y Bcl-2 fueron
determinados por RT-PCR semicuantitativa. (A) Productos de RT-PCR de Bax, Bcl-2 y actina
correspondientes a un experimento. (B y C) Densitometria de Bax y Bcl-2, respectivamente. Los
resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. Los niveles de ARNm
tanto de Bax como de Bcl-2 fueron calculados como intensidad de banda de Bax o Bcl-2/intensidad
de banda de actina y expresados como porcentaje del control (células sin tratamiento). *p < 0.05,
**p < 0.01, **p < 0.001 vs. control; *p < 0.05, **p < 0.01 vs. DETA/NO. ANOVA seguido de la
prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 22: E1 NAC reduce el aumento de los niveles proteicos de BAX causado por el NO. Las
células fueron incubadas por 6 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de
NAC 5 mM. Finalizados los tratamientos, las células fueron lisadas por sonicacién, centrifugadas y
el sobrenadante fue utilizado en un ensayo de Western Blot para determinar los niveles proteicos
de Bax. (A) Western Blot de Bax y actina correspondiente a un experimento. (B) Densitometria de
los Western Blots. Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes.
Los niveles de Bax en cada condiciéon fueron calculados como intensidad de banda de
Bax/intensidad de banda de actina y expresados como porcentaje del control (células sin
tratamiento). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control; *p < 0.01 vs. DETA/NO. ANOVA seguido de la
prueba de Student-Newman-Keuls.

67



Tesis de Doctorado Resultados

X/

% ElI NAC previene parcialmente el efecto apoptético del NO

Finalmente, para corroborar el papel de las ROS como mediadoras del efecto
apoptotico del NO en las células adenohipofisarias, se evalu6 el efecto de la NAC
sobre la muerte celular inducida por el NO.

En primer lugar, se determiné la viabilidad celular mediante un ensayo de
MTT. Para ello, las células fueron incubadas con DETA/NO 1 mM en presencia o
ausencia de NAC 5 mM por 24 hs. Luego, el medio fue descartado y reemplazado
por medio fresco sin drogas hasta completar las 48 hs. Los resultados obtenidos
indican que el efecto citotéxico del NO fue marcadamente reducido en presencia
de NAC (Abs 600 nm, % del control: Control: 100 = 4, DETA/NO 1 mM: 28 + 4**%;
NAC 5 mM: 90 + 4; DETA/NO + NAC: 80 + 5**"\, **p < 0.01, **p < 0.001 vs.
control; **p < 0.001 vs. DETA/NO. Media + SEM, n=8. ANOVA seguido de la
prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado representativo de 3 experimentos
independientes)

Para confirmar este resultado se realizaron otros dos ensayos mdas que
permiten detectar directamente células apoptoéticas. Por un lado se realizé6 un
analisis de la morfologia nuclear y se evalu6 la presencia de nucleos
fragmentados, marcador morfolégico cldsico de las tltimas etapas de la apoptosis.
Como puede verse en la Fig. 23, la incubaciéon con DETA/NO produjo un
aumento del nimero de ntcleos fragmentados, y dicho aumento fue reducido en

un 70 % al co-incubar con el antioxidante.
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Figura 23: El NAC reduce el aumento de ntcleos fragmentados causado por el NO. Las células
fueron incubadas por 24 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de NAC
5 mM. Luego, las células fueron incubadas en medio fresco sin drogas hasta completar 48 hs.
Posteriormente, las células fueron fijadas y se analiz6é la presencia de ntcleos fragmentados
mediante un andlisis microscépico utilizando DAPI como colorante nuclear. (A) Imégenes de los
nucleos en los distintos tratamientos visualizados con filtro UV en microscopio de fluorescencia.
Los ntcleos fragmentados estdn indicados con la punta de flecha. El resto de los ntcleos son
normales. (B) Los resultados representan la media + SEM, n=3. El porcentaje de nticleos
fragmentados fue calculado como (n° de nucleos fragmentados/total de nidcleos) x 100. *p < 0.05,
***p < 0.001 vs. control; *p < 0.001 vs. DETA/NO sin NAC. ANOVA seguido de la prueba de
Student-Newman-Keuls. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
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Seguidamente, la induccién de apoptosis fue determinada por citometria de
flujo utilizando Anexina V-FITC e IP. Este ensayo permite detectar células que
estan entrando en apoptosis asi como también células en los tltimos estadios del
proceso (Vermes et al. 1995). Para poder observar los cambios generados por el
antioxidante en la apoptosis inducida por el NO, se examiné directamente la
presencia de células apoptéticas luego de 48 hs de tratamiento, tiempo en el que el
proceso apoptético estd muy avanzado. Como puede observarse en la Fig. 24, la
incubacion con DETA/NO aument6 significativamente el porcentaje de células
apoptoticas. Estas células son Anexina V positivas, IP positivas casi en su totalidad
debido al estado avanzado del proceso apoptético (Materiales & Métodos, pag.
39). La co-incubacion con NAC redujo marcadamente, aunque no en forma total,

este aumento.
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Figura 24: El NAC previene la apoptosis inducida por NO. Las células fueron incubadas por 24 hs
con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de NAC 5 mM. Luego, las células
fueron incubadas en medio fresco sin drogas hasta completar 48 hs y la presencia de células
apoptoticas fue determinada mediante citometria de flujo utilizando Anexina V-FITC e IP. (A)
Grafico del analisis de la citometrfa correspondiente a un experimento representativo de 3
experimentos independientes, eje Y: IP, eje X: Anexina V-FITC. Cuadrante inferior izquierdo:
células vivas (An -; IP -); cuadrante inferior derecho: apoptéticas tempranas (An +, IP -); cuadrante
superior derecho: apoptoéticas tardias (An +, IP +); cuadrante superior izquierdo: necréticas (An -;
IP +). (B) Resultados del porcentaje de células apoptoéticas totales (An +) de los distintos
tratamientos. Se representa la media de fluorescencia + SEM, n=3. *p < 0.05, ***p < 0.001 vs. control;
AApP <0.001 vs. DETA/NO sin NAC. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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En su conjunto estos resultados avalan la hipétesis de que las ROS serian uno
de los principales mediadores del efecto apoptético del NO en las células
adenohipofisarias, y que podrian constituir una de las primeras sehales en la via

apoptoética inducida por el NO.

Un aumento de los niveles intracelulares de ROS puede darse por un incremento
en su produccién y/o por una alteracion en el sistema antioxidante celular. Como
se describe en la introduccidén, el sistema antioxidante de la célula estd formado
por componentes enzimaticos y no enzimaticos que mantienen el balance redox,
previniendo los efectos toxicos causados por un exceso de ROS. Entre las enzimas
antioxidantes mas importantes pueden citarse la catalasa, la glutation peroxidasa
(GPx), la glutation reductasa (GR) y la superéxido dismutasa (SOD) (Fig. 25). El
glutation reducido (GSH) es el componente no enzimatico por excelencia. Este tiol
actia como cofactor de la GPx pero tiene ademads capacidad antioxidante per se
(Townsend et al. 2003).

Hay varias evidencias que indican que el NO puede modular la actividad de
la catalasa mediante la interaccion directa con el hierro presente en el grupo hemo
de la misma y de las enzimas GPx y GR a través de S-nitrosilaciones (Cooper 1999;
Beltran et al. 2000; Foster et al. 2004). Por tal motivo, a continuacion se estudi6 el
efecto del NO sobre los distintos componentes del sistema de defensa antioxidante

celular.

72



Tesis de Doctorado

Resultados

Sintesis de novo

4

NADP*

NADPH

N\

Fe?*

Fe3*

\
\
\
\
\
\
4

GR
e

H,0, V‘ .HZO +0,

? Catalasa

v

OH:

Figura 25: Sistema de defensa antioxidante celular. La SOD, la catalasa, la GPx y la GR son las

enzimas antioxidantes mas importantes. La SOD cataliza la dismutacién del anién superdéxido en
H>O:. Este es convertido a H>O y O, por la accién de dos peroxidasas: la catalasa y la GPx. La
catalasa es una hemo-proteina que usa al hidrégeno como agente reductor. La GPx es una
selenoproteina que utiliza GSH como dador de hidrégenos. Esta enzima puede reducir también

lipoperéxidos y otros hidroperéxidos organicos. EI GSH es el componente antioxidante no

enzimético por excelencia. Ademas de actuar como cofactor de la GPx, este tiol tiene capacidad
antioxidante per se. Durante la detoxificacion de peréxidos, la GPx oxida al GSH formando GSSG
(glutatién oxidado) como producto final de la reaccién. El GSH consumido puede ser restablecido

a través de su reciclaje por accién de la GR o bien por la sintesis de novo. El mantenimiento de una

relacion GSH/GSSG éptima es crucial para la vida de la célula (Townsend et al. 2003).
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X/

% EI NO modifica la actividad de las enzimas antioxidantes

Con el objetivo de evaluar el efecto del NO sobre las enzimas antioxidantes, las
células adenohipofisarias se incubaron con DETA/NO 1 mM por diferentes
tiempos y luego se determiné la actividad enzimatica de la catalasa, GR y GPx por
ensayos cinéticos estdndares. El tratamiento con DETA/NO produjo una
disminucion de la actividad de la catalasa del 80% desde las primeras horas de
incubacion (Fig. 26A). El NO también caus6é una reduccién persistente de la
actividad de la GR, aunque no tan marcada como la de la catalasa (Fig. 26B). Con
respecto a la GPx, el tratamiento con DETA/NO aument6 la actividad de esta

enzima después de las 6 hs (Fig. 26C).
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Figura 26: E1 NO modifica la actividad de las enzimas antioxidantes. Las células fueron
incubadas con DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados, luego fueron lisadas y la actividad
de las distintas enzimas fue determinada por ensayos espectrofotométricos convencionales. (A)
La actividad enzimatica de la catalasa fue determinada midiendo la velocidad de reduccién del
H>0: a 240 nm durante 2 min y expresada como pmoles de H>O» consumidos/min/mg prot. La
actividad de la GR (B) y de la GPX (C) fue determinada midiendo la velocidad de oxidacién del
NADPH a 340 nm durante 3 min y expresada como pmoles de NADPH consumidos/min/mg
prot. Los resultados representan la media + SEM, n=3. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control. ANOVA
seguido de la prueba de Dunnett. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
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% El NO modifica los niveles intracelulares de GSH y GSSG

Para estudiar el efecto del NO sobre el balance GSH/GSSG, las células se
incubaron con el dador de NO por diferentes tiempos y los niveles intracelulares
de GSH y GSSG se cuantificaron por espectrofluorometria utilizando el reactivo
OPT.

A las 3 hs se observé un aumento en los niveles de GSSG que se mantuvo
durante el resto del tratamiento con DETA/NO (Fig. 27A). Los niveles de GSH no
se modificaron durante las primeras horas pero aumentaron a partir de las 6 hs de
exposicion al NO (Fig. 27A). Analizando la relaciéon GSH/GSSG puede apreciarse
que durante las primeras horas de tratamiento con NO dicha relacién es menor a 1
indicando que la célula estaria en un estado redox mas oxidado. A partir de las 6
hs, la relacion vuelve a ser 1 debido a que el aumento de GSSG es compensado por

el aumento de GSH (Fig. 27B).
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Los niveles intracelulares de GSH fueron cuantificados paralelamente por
otro método espectrofluorométrico utilizando la sonda MCB, la cual fluoresce
luego de reaccionar especificamente con GSH (Sebastia et al. 2003). Los resultados

obtenidos reprodujeron a los observados con OPT (Fig. 28)
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Figura 28: El NO aumenta los niveles intracelulares de GSH. Las células fueron incubadas con
DETA/NO 1 mM por los tiempos indicados. Luego, las células fueron incubadas con la sonda
MCB 100 pM durante 30 min y la fluorescencia fue cuantificada por espectrofluorometria,
normalizando los valores obtenidos por el contenido de ADN. Los niveles intracelulares de GSH
fueron calculados como fluorescencia de MCB/fluorescencia IP y expresados como porcentaje del
control (células sin tratamiento). Los resultados representan la media de fluorescencia + SEM, n=4.
**p < 0.01 vs. control. ANOVA seguido de la prueba de Dunnett. Resultado representativo de 3
experimentos independientes.

X/

% EINO induce un aumento de la sintesis de novo de GSH
Como se describe en la Fig. 25, los niveles de GSH son mantenidos tanto por su
reciclaje a partir del GSSG como por su sintesis de novo.

Los resultados mostraron que el tratamiento con NO causa un aumento en
los niveles de GSSG y una reduccién en la actividad de la GR sugiriendo que la via
de reciclaje est4 siendo inhibida. Sin ninguna otra alteracién, se esperaria que los

niveles de GSH disminuyeran durante la exposiciéon al NO. Sin embargo se
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observa un aumento, el cual podria deberse a un incremento en la sintesis. E1 GSH
es sintetizado en el citoplasma por la accién secuencial de dos enzimas, la y-
glutamilcisteina sintetasa (GCS) y la GSH sintasa (GS), siendo la primera la enzima
limitante (Rahman & MacNee 2000). Hay evidencias que muestran que la
presencia de agentes pro-oxidantes, incluyendo el NO, inducen la expresion de
esta enzima y también que modificaciones post-traduccionales pueden modular su
actividad (Shi et al. 1994; Moellering et al. 1998; Wild et al. 1998).

Con el objetivo de evaluar si el aumento de GSH observado se debe a un
incremento de la sintesis de novo, los niveles intracelulares de GSH se cuantificaron
luego de incubar a las células adenohipofisarias con DETA/NO 1 mM en
presencia de BSO, inhibidor de la GCS. La inhibicién de la enzima con BSO 30 uM
revirtié6 completamente el aumento de GSH causado por el NO sin modificar los
niveles intracelulares basales del tiol. Una concentracién mayor del inhibidor
redujo levemente los niveles basales de GSH y causé una marcada disminucién en

la co-incubacion con DETA /NO (Fig. 29).
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Figura 29: El NO induce un aumento de la sintesis de novo de GSH. Las células fueron incubadas
por 6 hs con medio solo o con DETA/NO 1 mM, con o sin el agregado de BSO. Luego, las células
fueron incubadas con MCB 100 uM durante 30 min y la fluorescencia fue cuantificada por
espectrofluorometria, normalizando los valores obtenidos por el contenido de ADN. Los niveles
intracelulares de GSH fueron calculados como fluorescencia de MCB/fluorescencia IP y
expresados como porcentaje de los niveles en el control (células sin tratamiento). Los resultados
representan la media de fluorescencia + SEM, n=4. ***p < 0.001 vs. control; **p < 0.001 vs.
DETA/NO sin BSO. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado
representativo de 3 experimentos independientes.
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Como se menciondé previamente, el mantenimiento de una relaciéon
GSH/GSSG 6ptima es crucial para la vida de la célula (Townsend et al. 2003). Si
bien las concentraciones de BSO utilizadas son las que se reportan en la
bibliografia, la concentracién mas alta provocé una caida de los valores basales de
GSH. Con el fin de verificar que dicha concentracién no fuera téxica para las
células y que los resultados obtenidos no hayan sido enmascarados por un
incremento de la muerte celular, se determiné la viabilidad celular luego del
tratamiento (24 hs) con diferentes concentraciones de BSO. Ninguna de las
concentraciones utilizadas modificé la viabilidad celular indicando, por un lado,
que la droga no tiene un efecto nocivo per se y por el otro, que la reduccién de
GSH basal observada no resulta perjudicial para la célula (Abs 600 nm, % del
control, Control: 100 + 2; BSO 30 pM: 101 £+ 5; BSO 300 pM: 96 + 4. Media + SEM,
n=8. p > 0.05 en todos los casos. ANOVA. Resultado representativo de 3

experimentos independientes).

% El aumento de GSH contribuye con la remocion del exceso de ROS
producido por el NO

Como puede observarse en la Fig. 16, luego del aumento inicial, los niveles de
ROS disminuyen a valores basales hacia las 6 hs de tratamiento con NO y a niveles
inferiores después de las 18 hs. Dado que los niveles intracelulares de GSH
aumentan concomitantemente con la caida de ROS (Fig. 27A y Fig. 28), el GSH que
esta siendo sintetizado de novo podria ser responsable de dicha disminucién. Para
confirmarlo, se evalud el efecto del BSO sobre los cambios en los niveles
intracelulares de ROS inducidos por el NO. En la Fig. 30 puede verse que luego
del aumento inicial, las ROS retornan a los valores del control hacia las 6 hs de
incubaciéon con DETA/NO. En cambio, en la incubacion con DETA/NO en
presencia de BSO, los niveles de ROS se mantuvieron altos por mas tiempo,
sugiriendo que se requiere del GSH sintetizado de novo para la eliminaciéon del

exceso de ROS producido por el NO. La presencia de BSO, sin embargo, no evito
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la caida de ROS que se produce luego de 18 hs de tratamiento con NO, indicando
que esta disminucion de ROS, que se produce mas tardiamente, seria

independiente de GSH.

160 ——DETA/NO 1 mM
o m BSO 300 uM
140 7 DETA/NO + BSO

120 *

100 f e
80 1 *kk
60 *hk
40 -

20

Fluorescencia DHR123 (% control)

Control 3 6 18
Incubacion con DETA/INO 1 mM (hs)

Figura 30: El aumento de GSH contribuye con la remocion del exceso de ROS producido por el
NO. Las células fueron incubadas por los tiempos indicados con medio solo o con DETA/NO 1
mM, con o sin el agregado de BSO 300 pM. Durante los tltimos 20 min de tratamiento, las células
fueron cargadas con DHR123 20 uM y la fluorescencia fue cuantificada por citometria de flujo. Los
resultados representan la media de fluorescencia + SEM (n=3) y estdn expresados como porcentaje
del control (células sin tratamiento). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. control; " *p < 0.05 vs.
DETA/NO. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado representativo
de 3 experimentos independientes.
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3.4 DISCUSION

El NO, ademas de su participacion en innumerables procesos biolégicos, tiene un
papel fundamental como regulador de la vida y muerte de la célula debido a su
capacidad de inhibir o inducir apoptosis (Wink & Mitchell 1998; Kim et al. 1999;
Leong et al. 2002).

Estudios realizados por nuestro grupo han demostraron que en la
adenohipdfisis, el NO en concentraciones submicromolares, posee un efecto
antiapopotico, protegiendo a las células del dafio causado por el cadmio (Poliandri
et al. 2004, Poliandri et al. 2006). En cambio, la exposicién prolongada (24 hs) de
las células a concentraciones micromolares de NO, como las generadas durante un
proceso inflamatorio, induce apoptosis en las mismas (Velardez et al. 2004).

Si bien hay varios mecanismos conocidos por los cuales el NO puede inducir
apoptosis en otros tipos celulares, los mecanismos apoptéticos en las células
adenohipofisarias, no habian sido identificados antes de la realizaciéon de este
trabajo de tesis. En estudios previos de nuestro laboratorio se habia podido
establecer, como primera aproximacion, la intervencién de las caspasas 9 y 3
(Velardez et al. 2004), indicando que la via apoptoética intrinseca estd involucrada.
Continuando con esta linea de investigacion, en este trabajo de tesis se estudiaron
los eventos que llevan a la activacion de estas caspasas y si existe alguna otra via

implicada en el efecto apoptético del NO.

Dado que la caspasa 3 es reconocida como la principal caspasa efectora del
proceso apoptotico (Thornberry & Lazebnik 1998), esta investigacion comenzoé con
el estudio del tiempo en que esta caspasa era activada. Los resultados mostraron
que la activacion de la caspasa 3 se produce luego de 6 hs de exposicion al NO. Es
interesante sefialar que este tiempo de activaciéon coincide con el tiempo minimo
requerido para que el efecto citotéxico del NO sobre las células adenohipofisarias

se vuelva irreversible (Velardez et al. 2004). Teniendo en cuenta que la activacién
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de la caspasa 3 es considerada un punto sin retorno en la cascada apoptoética
(Stennicke & Salvesen 2000), es razonable pensar que dentro de las primeras 6 hs
se produzcan cambios dentro de la célula que lleven, irremediablemente, a su

muerte.

Tradicionalmente se proponia que el evento disparador de la via apoptética
intrinseca era la disminucién del potencial de la membrana mitocondrial interna
(Desagher & Martinou 2000; Harada & Grant 2003). El modelo més contundente
postulado que explica esta disminucién se basa en la formacién de un canal
transmembrana denominado “poro de permeabilidad transitoria” (PPT).
Generalmente la apertura del PPT es inducida por efectores fisiol6gicos como el
calcio, las ROS o cambios de pH. La apertura de este poro causa un aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, provocando la disipacion del
potencial. Este aumento de permeabilidad facilita la salida del citocromo c al
citosol, que junto con otros factores proapoptéticos, promueve la activacion de la
caspasa 9 y consecuentemente la activacién de la caspasa 3 (Stennicke & Salvesen
2000; Harada & Grant 2003; Garrido & Kroemer 2004).

Sin embargo los resultados obtenidos muestran que durante el periodo de
activacion de la caspasa 3 no hay una alteraciéon aparente del PMM. Recién
después de 18 hs de incubacién con DETA/NO se observé una marcada caida del
mismo. Esta disminucién del potencial no estarfa relacionada con un aumento de
la permeabilidad por la apertura del PPT ya que la misma no fue evitada por el
tratamiento con CsA, inhibidor del PPT (Nicolli et al. 1996).

Considerando que en el momento en que se produce la caida del PMM (18
hs), la caspasa 3 ya esta activada y los cambios morfolégicos caracteristicos de las
altimas etapas de la apoptosis ya son evidentes, es probable que Ila
despolarizacion del potencial de membrana no sea un evento temprano o clave en
el proceso apoptético desencadenado por el NO en las células adenohipofisarias,

sino una consecuencia del mismo (ver explicacién méas adelante).
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Actualmente han sido identificados varios mecanismos que difieren en algin
punto de los clasicamente descriptos para la via apoptoética intrinseca. Entre ellos
se encuentran los que describen la liberacién de citocromo ¢ al citosol y la
activacion de caspasas sin que se detecte una despolarizacion de la membrana
mitocondrial (Funucane et al. 1999; Krhon et al. 1999; Singh et al. 2002;
Brustovetsky et al. 2003; Polster al. 2003; Lo & Kim 2004). Estas evidencias,
sumadas a los resultados mencionados, permiten hipotetizar que la via apoptética
inducida por el NO en las células adenohipofisarias es diferente de la via
mitocondrial convencional. Por tal motivo, se investigaron distintos mecanismos,
conectados 0 no con la via apoptética mitocondrial, que llevan finalmente a la

activacion de caspasas.

Activacion de la enzima sGC

Teniendo en cuenta que la mayoria de los efectos biolégicos del NO son ejercidos
mediante la activacion de la enzima sGC (receptor intracelular de NO), se evalu6
en primer lugar, si este mecanismo es un posible mediador del efecto apoptético
del NO en las células adenohipofisarias. Los resultados demuestran que la via la
enzima sGC no participa en la apoptosis inducida en estas células por la
exposicion prolongada al NO, dado que los co-tratamientos tanto con el inhibidor
(LY-83583) como con el estimulador (BAY-41.2272) de la enzima sGC no
modificaron el efecto citotéxico del NO. Estudios realizados en cultivos de células
vasculares de rata muestran que la exposiciéon crénica al NO (a partir de 4 hs)
produce la inactivaciéon de la sGC y posteriormente la inhibiciéon de su sintesis
(Papapetropoulos et al. 1996; Filipovv et al. 1997). Es posible que un mecanismo
similar también acttie a nivel adenohipofisario, lo cual explicaria por qué la sGC

no esta involucrada en efecto apoptético del NO.
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Acumulacion de p53

La proteina supresora de tumores p53 acttia como regulador del ciclo celular
pudiendo promover la muerte de la célula cuando el dafio generado es
irreparable. La acumulacion de esta proteina ha sido identificada como un
indicador temprano del efecto apoptético del NO en varios tejidos (Briine &
Schneiderhan 2003; Hofseth et al. 2003; Zhou & Briine 2005). Sin embargo, en las
células adenohipofisarias, la apoptosis inducida por el NO parece ser
independiente de p53, ya que la incubacién con el dador de NO no modificé los

niveles de esta proteina en ninguno de los tiempos estudiados.

Participacion de las proteinas de la Familia Bcl-2

Un miembro clave en la via apoptética mitocondrial lo constituyen las proteinas
pertenecientes a la familia Bcl-2. Actualmente se sugiere que el destino de la célula
estarfa determinado por el balance entre los miembros antiapoptéticos y
proapoptoéticos de esta familia (Adams & Cory 1998; Reed 2006). En las células
adenohipofisarias, el NO indujo un aumento en la expresion de Bax y una
disminucién en la de Bcl-2, lo que sugiere que el NO esta desbalanceando el
equilibrio de los miembros de la familia Bcl-2, inclindndolo hacia un entorno
proapoptético.

El aumento de los niveles proteicos de Bax se produjo a las 3 hs de
exposiciéon al NO, precediendo a la activaciéon de caspasa 3. Este resultado sugiere
que la induccién de la sintesis de Bax es un evento temprano en la cascada
apoptotica disparada por el NO en las células adenohipofisarias, que podria llevar
a la activacion de caspasas.

Segun se ha descripto, Bax se localiza como monémero en el citoplasma y
ante un estimulo apoptético se oligomeriza, se transloca a la mitocondria y se
inserta en la membrana externa formando un poro por el cual el citocromo ¢
puede salir al citosol y promover la activacion de caspasas (van Gurp et al. 2003;
Reed 2006). La internalizacién de Bax ha sido relacionada en muchos casos con la

despolarizacion de la membrana mitocondrial (Desagher & Martinou 2000). Sin
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embargo, también se ha demostrado que Bax puede promover la liberaciéon de
citocromo c independientemente de la disipacion del PMM (Eskes et al. 199§;
Desagher & Martinou 2000). Un evento similar a este dltimo podria estar
sucediendo por efecto del NO en las células adenohipofisarias dado que la

activacion de la caspasa 3 precede a la disrupciéon del PMM.

El papel de las ROS

Las ROS son importantes mediadoras de diferentes cascadas de sefales en
procesos biolégicos, incluyendo aquellas relacionadas con la regulaciéon de la
muerte celular (Lander 1997; Tan et al. 1998; Sen 2000; Simon et al. 2000; Voeikov
2006). Diversos estudios demuestran que la induccién de estrés oxidativo es uno
de los factores que puede desencadenar la activacion de la via apoptética
intrinseca (Han et al. 2004; Le et al. 2005). En relacién con esto, se ha observado
que la sobreproducciéon de ROS es un evento central en la apoptosis inducida por
el NO en distintos tipos celulares (Brown & Borutaite 2001; Hu & Brindle 2005).

En las células adenohipofisarias, el NO provocé un aumento temprano de
los niveles intracelulares de ROS (durante las 3 primeras horas), y se observé una
disminucién de los mismos luego de periodos mas prolongados (mayores a 6 hs).

La rotenona es un inhibidor del Complejo I de la CTE que evita la entrada
de electrones y de esta forma impide la generaciéon de ROS (Pearlstein et al. 2002).
El tratamiento con este inhibidor impidi6 el incremento en los niveles de ROS
generados por el NO, indicando que la CTE estaria involucrada en dicho proceso.
Considerando este ultimo resultado, las variaciones observadas en los niveles de
ROS pueden ser explicadas a través del conocido efecto que posee el NO sobre la
respiraciéon mitocondrial (Fig. 31). El NO puede unirse reversiblemente al
complejo IV causando una inactivacion transitoria del mismo, aumentando el
escape de electrones a nivel del complejo III y favoreciendo la formacién de ROS
durante la CTE (Poderoso et al. 1996). Si la exposiciéon al NO contintda (varias
horas), la respiracion mitocondrial es inhibida persistentemente debido a la

inactivaciéon del complejo I provocada por el propio NO o por el peroxinitrito
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formado en las cercanias de dicho complejo (Clementi et al. 1998; Beltran et al.
2000; Riob¢ et al. 2001; Brown & Borutaite 2004; Carreras et al. 2004). Esto frena la
transferencia de electrones y en consecuencia cesa la formacion de ROS.

Por lo tanto, el aumento de ROS observado durante las 3 primeras horas de
exposicion de las células adenohipofisarias al NO podria ser consecuencia de la
inactivacion reversible del complejo IV. La disminucion posterior de los niveles de
ROS se podria explicar por el efecto a largo plazo del NO sobre la respiracion
mitocondrial. Sin embargo, es importante no descartar que esta caida de ROS
pueda ser también consecuencia de la actividad del sistema de defensa
antioxidante intracelular (ver mas adelante).

El efecto persistente del NO sobre la CTE, puede explicar también la caida
del PMM que se produce tardiamente y que coincide con la bajada en los niveles
de ROS, dado que al frenarse el pasaje de electrones en la CTE, se detiene también
el bombeo de protones provocando la disipacion del gradiente electroquimico y en

consecuencia la disrupcién del potencial de membrana.
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Figura 31: Efecto del NO sobre la cadena mitocondrial de transporte de electrones. Durante la
respiracion mitocondrial, el Oz~ es producido por el escape de electrones a nivel del complejo III. El
NO actta como regulador de la respiracién mitocondrial. A corto plazo, provoca una inhibicién
reversible de la respiracién mitocondrial ya que se une al complejo IV, causando una inactivacion
transitoria del mismo y un aumento del escape de electrones a nivel del complejo 1II, efecto que
favorece la formaciéon de ROS. A largo plazo, la inhibicién del complejo IV genera un estado
altamente reducido de los componentes que lo preceden. Esto promueve la formacién de Oy de
peroxinitrito en las cercanias del complejo I, lo que provoca una inactivacién irreversible del
mismo, y en consecuencia una inhibicién persistente de la respiracién mitocondrial. Ademas del
peroxinitrito, el propio NO acumulado en las proximidades de este complejo puede causar también
su inactivacion. La rotenona, inhibidor del complejo I, tiene un efecto similar.

I: Complejo I, NADH-CoQ-oxidoreductasa; II: complejo 1I, Q: Ubiquinona; III: Complejo III,
citocromo bcl oxidoreductasa; Cyt c: Citocromo c; IV: Complejo 1V, citocromo ¢ oxidasa; F1/FO:
Complejo V, ATPasa, Ay: diferencia del potencial de membrana
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Los resultados de esta tesis muestran que el aumento temprano de ROS seria
una de las primeras sefiales de la via apoptoética inducida por el NO en las células
adenohipofisarias. Consistentemente, la N-acetil-cisteina (NAC), un antioxidante
precursor del glutatién, no sélo previno el incremento de ROS sino también los
distintos cambios provocados por el NO. La NAC previno totalmente la activacion
de caspasa 3, mientras que modificé parcialmente los cambios en la expresion de
Bax y Bcl-2 y redujo consecuentemente el efecto apoptoético del NO.

Existen evidencias que muestran que las ROS pueden disparar distintas
vias de sefializacion debido a su capacidad de modular la actividad de factores de
transcripcion que regulan la expresion de distintas proteinas (Suzuki et al. 1997;
Lea Fialkow et al. 2007). En las células adenohipofisarias, por lo tanto, las ROS
podrian modificar la actividad de factores de transcripcion que inducen la sintesis
de Bax y reprimen la de Bcl-2. El aumento de Bax promoveria a su vez la
activacion de caspasas llevando finalmente a la muerte de la célula.

El hecho de que el antioxidante haya prevenido totalmente el aumento de
ROS y la activacion de caspasas, pero sélo parcialmente el efecto apoptético del
NO sugiere que algtin otro mecanismo, independiente de caspasas y de ROS, esta
involucrado. Estos resultados son consistentes con estudios previos de nuestro
laboratorio en los cuales observamos que el tratamiento con inhibidores
especificos de caspasa 9 y 3 revirtieron s6lo parcialmente el efecto citotdxico del

NO (Velardez et al. 2004).

El vapel del calcio y las calpainas

A nivel celular la concentracién citosolica de calcio estd estrictamente regulada
dentro de ciertos limites por diferentes mecanismos (Carafoli 2002) y alteraciones
de la misma pueden llevar a la muerte celular programada (Chan et al. 2002;
Alberdi et al. 2005). Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que un
aumento prolongado de calcio, inducido por tapsigarina o cadmio, resulta

perjudicial para las células adenohipofisarias (Poliandri 2006).
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La exposicion al NO produjo un marcado y significativo aumento de los
niveles citosélicos de calcio. Sin embargo, dicho incremento se produce en forma
tardia (18 hs) lo cual sugiere que no es un factor determinante en la induccién de
apoptosis por el NO. Confirmando este resultado, el tratamiento con un quelante
de calcio no previno el efecto citotoxico del NO sobre las células
adenohipofisarias.

Las mitocondrias funcionan como depositos transitorios de calcio, actuando
como moduladores de la concentracién de calcio libre en el citosol. Tanto la
captaciéon como la salida de calcio se da a través de canales o transportadores
finamente regulados. Sin embargo, el calcio almacenado puede ser descargado de
la mitocondria en forma masiva y no regulada cuando la integridad de sus
membranas se ve comprometida (Chakraborti et al. 1999). En las células
adenohipofisarias, el marcado incremento de calcio se observa durante un estadio
bastante avanzado del proceso apoptético (18 hs), coincidiendo con el momento en
que se produce la caida del PMM, sugiriendo un origen mitocondrial del mismo.

De todos modos, no se puede descartar la posibilidad de que alteraciones a
nivel del RE también provoquen la salida de calcio hacia el citoplasma. En
cualquier caso, el aumento de calcio seria consecuencia del dafio producido por el
NO en las células adenohipofisarias y no un evento determinante de la apoptosis.
Es importante aclarar que se descart6 la posibilidad de que el aumento de calcio
sea el resultado de su entrada desde el medio extracelular dado que, para las
mediciones de calcio, se seleccionaron solo células viables cuya membrana

plasmatica estaba intacta.

Recientemente han sido identificados en neuronas mecanismos apoptoéticos
independientes de caspasas, en donde la apoptosis inducida por el NO es mediada
por la activacién de calpainas (Volbracht et al. 2005). Estas son proteasas similares
a las caspasas, que estan asociadas al RE y cuya actividad es estimulada por

niveles altos de calcio (Carafoli & Molinari 1998; Broker et al. 2005). Teniendo en
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cuenta este antecedente y que el NO provocé un aumento en la concentracion
citosolica de calcio, seria légico pensar que las calpainas podrian estar
involucradas en una via apoptoética paralela a la de las ROS, también inducida por
el NO en las células adenohipofisarias. Sin embargo, resultados preliminares
obtenidos utilizando distintos inhibidores de calpainas, indican que las mismas no
mediarian el efecto apoptético del NO (datos no mostrados).

Por otro lado, estudios recientes en oligodendrocitos han mostrado que el
NO induce apoptosis por otro mecanismo independiente de caspasas, en el que
estd involucrado la proteina mitocondrial AIF (Baud et al. 2004). Seria interesante
estudiar en el futuro el papel de esta proteina como mecanismo apoptético

independiente al de las ROS, inducido por el NO en las células adenohipofisarias.

Modulacion del Sistema de Defensa Antioxidante Intracelular

El peroxinitrito es uno de los radicales libres mas reactivos y un potente inductor
de apoptosis. Si bien la formacién de este radical es muy rapida debido a que la
reaccion del NO con el Oz~ es casi instantanea (Radi et al. 2002), no se observo
ningun signo de apoptosis o de dafio celular hasta después de varias horas de
incubacién de las células con el dador de NO. Esto hace pensar que el sistema de
defensa antioxidante celular actta exitosamente durante las primeras horas de
exposicion al NO, atenuando el exceso de ROS formadas. Probablemente el
proceso apoptoético sea desencadenado recién cuando los niveles de especies
oxidantes sobrepasa la actividad de la maquinaria antioxidante. Prueba de esto es
que el agregado exdgeno del antioxidante pudo reducir, eficazmente, el efecto
apoptoético del NO. En base a este planteo, se evalu6 si el NO estd afectando los
distintos componentes del sistema antioxidante celular.

El NO produjo una inhibicién marcada y persistente de la catalasa. Esta
inhibicién no nos sorprendi6é dado que esta detalladamente descripta la reaccién
del NO con el ion férrico de esta hemo-proteina que provoca la inactivacién de la

enzima (Cooper 1999).
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El NO también produjo una inhibicién persistente de la GR, aunque no tan
marcada como la de la catalasa. La GR contiene en su sitio activo dos grupos tioles
y en consecuencia su actividad puede ser modulada por la reaccién del NO con
estos grupos. De hecho, hay evidencias que muestran que en otros tipos celulares,
esta enzima es inactivada luego de la exposiciéon prolongada al NO mediante la S-
nitrosilacion de su sitio activo (Beltran et al. 2000). Un sistema similar a este podria
ser responsable de la inhibicién de la actividad de la GR que provoca el NO en las
células adenohipofisarias.

La inhibicién de estas dos enzimas dificultaria la detoxificacion del exceso de
ROS intensificando a largo plazo, el dafio oxidativo provocado por el NO en las
células adenohipofisarias.

Con respecto a la GPx, la exposiciéon de las células adenohipofisarias al NO
tuvo un efecto contrario, aumentando su actividad después de las 6 hs. Esta
peroxidasa reduce tanto al H2O2 como a lipoperéxidos e hidroperéxidos organicos,
contribuyendo eficientemente en la eliminacién de especies oxidantes (Matés et al.
1999).

De estos resultados se puede sugerir que ante la inactivacion de algunos
componentes del sistema de defensa antioxidante y la sobreproducciéon de ROS, la
GPx es estimulada de modo de contribuir con la detoxificacion de ROS y atenuar
el dafio oxidativo. Apoyando esta hipétesis, ha sido demostrado en otros tipos
celulares que tanto la expresion génica como la actividad de la GPx pueden ser
inducidas por un aumento de ROS o por el NO (Dobashi et al. 2001; Shamra et al.
2006).

El GSH tiene la capacidad de secuestrar radicales libres per se, por lo que es
considerado el componente antioxidante no enzimatico més importante (Rahman
& MacNee 2000; Townsend et al. 2003). Ademas, actia como dador de hidrégenos
durante la detoxificaciéon de perdxidos llevada a cabo por la GPx, siendo oxidado a
GSSG. Los niveles de GSH pueden ser restablecidos a través de la via de reciclaje

catalizada por la GR o bien por su sintesis de novo.

91



Tesis de Doctorado Discusion

Dado que el NO modificé la actividad de las enzimas involucradas en el
metabolismo del GSH, se evaluaron los cambios producidos en los niveles de GSH
y GSSG. Los niveles intracelulares de GSSG aumentaron hacia las 3 hs y luego se
mantuvieron estables durante todo el tiempo de incubacién con DETA/NO. En
cambio, los niveles de GSH no fueron modificados durante las primeras horas
pero aumentaron continuamente a partir de las 6 hs. Analizando la relacién
GSH/GSSG puede apreciarse que durante las primeras de horas de tratamiento
con NO dicha relacién es menor a 1, indicando que la célula estaria en un estado
redox mas oxidado. Esto concuerda con el hecho de que en ese momento se
produce el pico maximo en los niveles de ROS y la reduccién de la actividad de la
GR. A partir de las 6 hs, la relacion vuelve a ser 1 debido a que el aumento de
GSSG es compensado por un aumento de GSH. El aumento de los niveles de GSH
se produce concomitantemente con el incremento de la actividad de la GPx,
demostrando que este mecanismo antioxidante esta siendo estimulado. Esto apoya
la hipétesis planteada de que ante la falla de alguno de los sistemas de defensa
antioxidante, otros son estimulados como respuesta al dafio oxidativo provocado
por el NO en las células adenohipofisarias.

Como se mencioné mas arriba, el GSH consumido puede ser restablecido a
través de su reciclaje a partir del GSSG formado por acciéon de la GR, o bien
mediante un aumento de su sintesis. Teniendo en cuenta que la exposiciéon al NO
provoca un aumento constante de los niveles intracelulares de GSSG y una
reduccién persistente de la actividad de la GR, puede sugerirse que la via de
reciclaje del GSH esta inhibida. Bajo esta situacién, los niveles de GSH tenderian a
disminuir a largo plazo. Sin embargo, se observa un aumento constante que
podria deberse a una estimulacién de su sintesis de novo. Dicha sintesis se realiza
por la acciéon secuencial de dos enzimas, la y-glutamilcisteina sintetasa (GCS) y la
GSH sintasa (GS), siendo la primera la enzima limitante (Rahman & MacNee
2000). Hay evidencias que muestran que la presencia de agentes pro-oxidantes,
incluyendo el NO, induce la expresion de esta enzima y que modificaciones post-

traduccionales pueden modular su actividad (Shi et al. 1994; Moellering et al.
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1998). Los resultados obtenidos mostraron que el NO estimula la sintesis de novo
de GSH, dado que el co-tratamiento de las células con DETA/NO y BSO
(inhibidor de la enzima GCS) previno completamente el aumento de GSH

inducido por el NO.

El aumento de los niveles intracelulares de GSH coincidi6é con la disminucién de
los niveles de ROS. Ademas, al inhibir la sintesis de GSH con BSO no sélo se
impidio la caida en los niveles de ROS que se produce luego de 6 hs de exposiciéon
al NO, sino que las ROS se mantuvieron elevadas en un nivel similar al maximo
producido durante las primeras horas de exposiciéon al NO. Estos resultados son
indicativos de la importancia del GSH en la detoxificacion de compuestos
oxidantes y sugieren que la via de sintesis de novo de GSH contribuye en la
eliminacién del exceso de ROS que se produce durante las primeras horas de
exposiciéon al NO.

La estimulacién de la sintesis de novo de GSH ha sido reportada como una
respuesta adaptativa de la célula para mantener o elevar la concentraciéon
intracelular de GSH frente a la accién nociva de agentes oxidantes (Shi et al. 1994).
Si bien el GSH se encuentra distribuido en las distintas organelas de la célula, el
GSH mitocondrial tiene un papel relevante en esta organela ya que contribuye con
la eliminacién de las ROS formadas durante la CTE, controlando de esta manera el
funcionamiento normal de la mitocondria (Rahman & MacNee 2000). Estudios
recientes realizados en la linea celular de macréfagos RAW264.7 muestran que la
induccién de la expresion de la enzima GCS es mediada por el peroxinitrito
formado en la mitocondria luego de la exposiciéon al NO (Kurozumi et al. 2005). En
relacion a esto es coherente pensar que en las células adenohipofisarias, ante una
sobreproducciéon de ROS inducida por el efecto que ejerce el NO sobre la CTE, se
disparen sefiales que lleven a un aumento del GSH para reducir el exceso de ROS

y atenuar el dafio mitocondrial.
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La inhibicién de la sintesis de GSH con BSO, sin embargo, no evité la caida
de ROS que se produce luego de 18 hs de tratamiento con NO, indicando que esta
disminucion tardia de ROS no serfa consecuencia de la accién antioxidante del
GSH. Este resultado es 16gico considerando el hecho de que a largo plazo, es el
mismo NO (o el peroxinitrito) el que provocaria el cese de la produccién de ROS
mitocondrial debido a la inactivacién persistente del complejo I de la CTE. Sin
embargo, en algunos reportes se postula que la inactivacion del complejo I,
causada por S-nitrosilacion de su centro activo, puede ser revertida por el
agregado de altas concentraciones de GSH u otros agentes reductores (Clementi et
al. 1998; Beltran et al. 2000; Borutaite et al. 2000). No obstante, se ha sugerido que
la posibilidad de la reversiéon depende de la magnitud del dafio existente a nivel
del complejo I (Borutaite et al. 2000). Aparentemente, si el nivel de S-nitrosilacion
es muy alto, el centro activo nitrosilado podria desprenderse y en consecuencia la
inactivacién del complejo I resultaria irreversible. En las células adenohipofisarias,
podria ocurrir que los niveles de GSH alcanzados por el incremento de la sintesis
de novo resultaran efectivos para reducir las ROS formadas durante las primeras
horas de exposicion al NO, pero luego de tiempos prolongados de exposicion,
predominaran los efectos deletéreos del NO sobre la CTE, provocando un dafio
irreversible a nivel del complejo I que no pudiera ser revertido por el GSH.

Es importante notar que si bien el aumento de GSH posibilita la
detoxificacion de las ROS producidas tempranamente, dicho aumento se produce
cuando la caspasa 3 ya fue activada y el proceso apoptoético ya estd en marcha. Por
lo tanto, la estimulacién de la sintesis de GSH no seria un mecanismo
suficientemente rapido y efectivo para rescatar a las células adenohipofisarias del

efecto apoptotico del NO.

Como resumen de lo estudiado en esta primera parte de la tesis, los mecanismos

apoptoticos identificados se detallan en el esquema que se presenta a continuacién

(Fig. 32).
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Figura 32: Resumen de los mecanismos a través de los cuales el NO induciria apoptosis en las
células adenohipofisarias. Durante las primeras horas, el NO acttia sobre la CTE inhibiendo el
Complejo IV y favoreciendo a corto plazo la formacién de ROS. Este aumento constituye uno de los
primeros eventos desencadenantes de la cascada apoptética, que lleva a la induccion de Bax y
represién de Bcl-2, a la activacion de caspasas y finalmente a la muerte celular. Paralelamente, los
distintos componentes del sistema de defensa antioxidante celular son modulados por la accion del
NO. La catalasa y la GR son inhibidas persistentemente dificultdndose la eliminacién del exceso de
ROS. En contraparte, y como mecanismo de respuesta, se produce un aumento de la actividad de la
GPx y de la sintesis de GSH. A mas largo plazo, la exposicién prolongada al NO causa una
inactivacion persistente de la CTE, provocando el cese de la produccién de ROS y la disipacion del
gradiente electroquimico. En consecuencia, se produce la disrupcion del PMM, aumenta la
permeabilidad de membrana y se facilita la salida al citoplasma del calcio almacenado en la
mitocondria. Conjuntamente a los mecanismos descriptos, otros mecanismos apoptéticos,
independientes de caspasas y de ROS, serfan inducidos por el NO.
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3.5 CONCLUSION

De los resultados obtenidos se pueden enumerar las siguientes conclusiones:

- La sobreproducciéon de ROS a nivel mitocondrial constituye un evento clave
dentro de los mecanismos apoptéticos inducidos por el NO en las células
adenohipofisarias. Este incremento de ROS induce una alteracion en el patrén de
expresion de Bax y Bcl-2 y promueve posteriormente la activaciéon de caspasa 3.
Por lo tanto, el aumento temprano de ROS puede ser considerado como una de las
primeras sefiales en la cascada apoptoética inducida por el NO en las células
adenohipofisarias.

- Aunque la mitocondria desempefia un papel muy importante, ya que es
uno de los blancos principales de la acciéon del NO, la despolarizaciéon de la
membrana mitocondrial no constituye un evento central en esta via apoptoética.

- La modificaciéon de los componentes del sistema de defensa antioxidante
celular constituye otro punto relevante en el desarrollo del proceso apoptético. La
inhibicion persistente de la catalasa y la GR causada por el NO impediria la
eliminacion del exceso de ROS producido por el NO, favoreciendo a largo plazo, el
dafio oxidativo provocado por el NO en las células adenohipofisarias.

- La estimulacién de la sintesis de novo de GSH y el aumento concomitante
de la actividad de GPx contribuyen con la detoxificacion del exceso de ROS
producido tempranamente. Este mecanismo seria inducido en la célula
adenohipofisaria en respuesta al dafio oxidativo provocado por el NO. Pese a ello,
parece no ser suficiente para contrarrestar los efectos del aumento inicial de ROS,
proteger a las células de efecto deletéreo del NO e impedir el desarrollo del
proceso apoptético.

- El efecto apoptoético del NO parece ser independiente de p53, de la enzima
sGCy del calcio.

- Ademés de la via apoptética identificada, la ejecucién de la muerte celular

estarfa también mediada por algin otro mecanismo paralelo que podria incluir a
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las proteinas de la familia de Bcl-2, pero seria independiente de caspasas y de

ROS.

En resumen, los resultados obtenidos en esta primera parte de la tesis describen
por primera vez algunos de los mecanismos involucrados en el proceso apoptético
inducido en las células adenohipofisarias por concentraciones micromolares de
NO. Teniendo en cuenta que estos niveles adenohipofisarios de NO se producen
en la glandula durante procesos inflamatorios, la elucidacion de estos mecanismos
no solo permite comprender mejor la funcién del NO en la regulacién de la muerte
celular adenohipofisaria sino que podrian colaborar con el desarrollo de posibles

terapias para el tratamiento de patologias inflamatorias.
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4 OXIDO NITRICO, OVARIECTOMIA Y MUERTE CELULAR
ADENOHIPOFISARIA

4.1 OBJETIVO

Investigar la regulacién de la muerte celular en la glaindula adenohipofisaria

luego de la ovariectomia y dilucidar el papel del NO en este proceso.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El LY-83583 fue provisto por Alexis (San Diego, CA, USA). La enzima lactato
deshidrogenasa fue comprada en Boehringer-Mannheim (GmbH, Alemania). El
nitrito de sodio (NaNO») fue provisto por Mallinckrodt Chemical Works (St.
Louis, MO, USA). Todos los reactivos para cultivo primario, excepto el suero fetal
bovino y el medio de cultivo, fueron provistos por GIBCO (Buenos Aires,
Argentina). El suero fetal bovino fue adquirido en GBO (Buenos Aires, Argentina).
El medio de cultivo (Medio Esencial Minimo sin rojo de fenol) y el resto de las
drogas utilizadas fueron provistas por Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).
El material descartable estéril fue provisto por ETC Internacional (Buenos Aires,
Argentina). El material pléastico no estéril fue provisto por Chemit (Buenos Aires,

Argentina).

Animales
Para el desarrollo del segundo objetivo de esta tesis se utilizaron ratas hembras
adultas ovariectomizadas (OVX).

Las ratas hembras adultas de la cepa Wistar (200-250g de peso) fueron
provistas por el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Estas ratas fueron sometidas a una intervencién quirdrgica (ovariectomia) para
extraer sus ovarios de modo tal de eliminar la fuente principal de produccién de
estrogenos. Antes y después de la operacion, los animales fueron mantenidos en
condiciones controladas de temperatura (21-24 °C) y luz (ciclo de luz/oscuridad
de 12 hs), con libre acceso al agua y alimento, de acuerdo a las condiciones
establecidas en la “Guia para el cuidado y utilizacién de animales de laboratorio”
del NIH (Institute of Laboratory Animal Resources Commission on Life Sciences

1996).

98



Tesis de Doctorado Materiales & Métodos

Ovariectomia

Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccién intraperitoneal conteniendo 75
mg/kg de ketamina (Holliday-Scott, Buenos Aires, Argentina) y 10 mg/kg de
xilacina (Konig, Buenos Aires, Argentina). El procedimiento quirargico se llevé a
cabo en condiciones asépticas. Las ratas fueron operadas a los 4, 7, 14 y 21 dias
previos a su utilizaciéon, de modo tal de poder realizar los experimentos
simultdineamente con los distintos grupos experimentales. En algunos ensayos,
ratas hembras intactas (en periodos aleatorios del ciclo estral) que no fueron

sometidas a ninguna intervencién quirtrgica fueron utilizadas como control.

Analisis del contenido de ADN por citometria de flujo

Para este estudio se emplearon ratas intactas y ovariectomizadas (OVX) de 4, 7 y
14 dias. Las mismas fueron sacrificadas e inmediatamente luego de su
decapitaciéon, las adenohipoéfisis fueron removidas y procesadas para la
determinacién de apoptosis por citometria de flujo.

Se obtuvieron células monodispersas (mediante dispersion enzimatica y
mecédnica) de 5 adenohipdfisis de cada grupo bajo la misma condicién
experimental. Las células fueron resuspendidas en buffer KRB-CMF, se realiz6 el
recuento en camara de Neubauer y se prepar6 una suspension de células de 1 x 10°
células/ml de cada grupo estudiado. Un ml de cada suspension fue traspasado a
un tubo de citometria (3 tubos por grupo). Los tubos fueron centrifugados a 1000 x
g 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado por inversion y las células fueron
tijadas y permeabilizadas con etanol 70% a 4 °C (2 ml/tubo) durante 2 hs. Los
tubos fueron centrifugados a 1000 x g 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue
descartado por inversion y las células fijadas fueron resuspendidas suavemente en
una solucién de PBS 1X conteniendo 50 ng/ml de IP y 10 ng/ml RNAsa A, pH 7.4
(200 pl/tubo), incubadas a 37 °C durante 15 min y luego a 4 °C durante por lo
menos 24 hs hasta la determinacién de la fluorescencia por citometria de flujo. La
determinaciéon de la fluorescencia se efectué en un citémetro de flujo Becton-

Dickinson FACScalibur. Se analizaron 10.000 células por tubo. La excitaciéon se
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realiz6 con laser de argén (488 nm) y el registro de la fluorescencia se realiz6 en el
canal FL2 (585 nm). Los datos obtenidos del citémetro fueron analizados
utilizando el programa WinMDI 2.8.

La fluorescencia emitida por el IP es proporcional al contenido de ADN
nuclear. Se determiné el porcentaje de células con contenido hipodiploide de ADN
(poblacion sub-G1) como indicador del porcentaje de células apoptéticas presentes

en la glandula adenohipofisaria.

Cultivos primarios de adenohipéfisis de ratas OVX

Los cultivos primarios fueron obtenidos a partir de adenohipéfisis de ratas OVX
de 4, 7, 14 y 21 dias. Cada cultivo primario fue obtenido de un grupo de 5 0 6
adenohipdfisis provenientes de ratas bajo la misma condicién experimental.

Las adenohipéfisis fueron extraidas inmediatamente después de la
decapitacién y colocadas en un tubo estéril de 20 ml con medio DMEM sin rojo de
fenol (srtfDMEM) suplementado con L-glutamina 2 mM, aminoacidos para medios
de cultivo minimos esenciales (MEM-aa) 10 png/ml, gentamicina 25 pg/ml,
anfotericina B 5.6 pg/ml, pH 7.2-7.3 (ssfDMEM-S) y BSA 0.3%. Las adenohipofisis
fueron lavadas tres veces con el mismo medio y las células fueron disgregadas por
dispersion enzimatica y mecanica como se detall6 en Materiales & Métodos del
capitulo anterior (pag. 26). Las células monodispersas fueron centrifugadas 8 min
a 1000 x g y luego resuspendidas en medio srfDMEM-S conteniendo 10% de FBS
adsorbido con carbén-dextran (FBSad), un suero libre de estrégenos. El ntimero de
células obtenidas de la dispersion, se determind por recuento en camara de
Neubauer y la viabilidad se examiné por el método de exclusion utilizando azul
de Trypan.

Después del recuento, las células resuspendidas en srtfDMEM-S-FBSad 10%
(medio libre de estrégenos) fueron sembradas en placas de cultivo y estabilizadas
durante 48 hs en estufa de cultivo a 37 °C y 5% COx previo a la realizacién de los

distintos experimentos.
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Tratamiento de las células en cultivo

Finalizado el periodo de estabilizacion, el medio fue descartado y las células
fueron incubadas durante otras 48 hs (37 °C, 5% COz) con distintas drogas (segtn
el disefio experimental). Finalizados los tratamientos, se llevaron a cabo las
distintas determinaciones. El control de los tratamientos se realiz6 incubando a las

células en medio sin drogas.

Ensayo de actividad celular (MTT)
El ensayo de MTT se us6 como indicador de viabilidad celular (Newton 1995). Las
células adenohipofisarias fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pocillos (0.1
x 106 células por pocillo en 200 pl). Los tratamientos se realizaron por octuplicado.
Finalizado los tratamientos, se realiz6 un ensayo de MTT como se indic6 en
Materiales & Métodos del capitulo anterior (pag. 29).

La viabilidad celular fue calculada como la Absorbancia a 600nm/mg
proteina de la muestra y expresadas como porcentaje de la viabilidad celular de de

los cultivos de ratas OVX de 4 dias.

Determinacion de los niveles de NO en el medio de cultivo

El método de determinacién de los niveles de NO se basé en la mediciéon de
nitritos, producto estable de la descomposicién del NO en soluciones acuosas. La
determinacion de nitritos se realizé6 por el método de nitrato reductasa-Griess
(Grisham et al. 1996). Para estos ensayos, las células fueron sembradas en placas
de cultivo de 24 pocillos (0.5 x 106 células/pocillo en 500 pl). Los tratamientos se
realizaron por cuadriplicado.

El método de Griess es un ensayo colorimétrico que permite medir la
concentraciéon de nitritos en una solucién. Como el producto final de la
descomposicion del NO es el nitrato, se utiliz6 la enzima nitrato reductasa para
convertir el nitrato en nitrito. La reaccién para la transformacion se realizé

agregando 50 ul del medio de cultivo (de 48 hs de incubacién) a 50 pl de una
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soluciéon conteniendo HEPES 50 mM pH 7.4, NADPH 1 mM y 2 mU/ul de nitrato
reductasa. La mezcla se incub¢ a 37 °C durante 30 min. El NADPH remanente, que
puede interferir con la determinacién espectrofotométrica, fue eliminado por el
agregado de 35 pl de una solucién de acido pirtvico 85 mM y 200 U/ml de
piruvato deshidrogenasa, e incubando a 37 °C durante otros 30 min.

Para la reacciéon de Griess se tomaron 100 pl de la solucién anterior y se
colocaron un pocillo de una placa de 96 pocillos. Se agregaron 50 ul de acido
sulfanilico 1% en H3PO4 5% y se incubé 5 min a temperatura ambiente. Luego se
agregaron 50 pl de N-(1-Naphthyl) Ethylendiamide (NEDA) 0.1% y se incub6 por
15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Se midi6 la absorbancia a 550 nm
en un espectrofotémetro para placas de ELISA. Para establecer la concentraciéon de
nitritos de las muestras se realizd, paralelamente, una curva estandar con NaNOx.

Como el medio de cultivo puede tener una cantidad minima de nitratos y
nitritos, las reacciones descriptas fueron realizadas con medio de cultivo solo y los
valores de absorbancia obtenidos fueron restados a los valores de las muestras.

El nivel de nitritos fue calculado como la concentraciéon de nitritos (uM) en el
medio de incubacién/mg de proteina de la muestra y fue expresado como
porcentaje del nivel de nitritos de los cultivos de ratas OVX de 4 dias.

La concentracién de nitritos en el medio de incubacién de 48 hs fue de

aproximadamente 20 - 40 uM.

Determinacion de proteinas
El dosaje de proteinas en las muestras fue realizado por el método de Bradford

(Biorad, Buenos Aires, Argentina) utilizando seroalbimina bovina como estandar.

Analisis estadistico
Los resultados fueron expresados como la media + error estdndar de la media

(SEM) y evaluados por la prueba t de Student para muestras no apareadas o
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mediante anélisis de la varianza de un factor (ANOVA) seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls para disefios no balanceados
o por la prueba de Dunnett, segtin el disefio experimental (Sokal & Rohlf 1995).

Las diferencias entre los grupos fueron consideradas significativas cuando p
fue menor a 0.05.

Los datos fueron confirmados mediante la realizacién de por lo menos tres
experimentos independientes.

Las distintas pruebas estadisticas fueron realizadas utilizando el software

Graphpad Prism 2.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4.2 RESULTADOS

*

% Laviabilidad celular adenohipofisaria disminuye luego de la ovariectomia
El segundo objetivo de este trabajo de tesis se inici6 estudiando en qué medida se
ve afectada la viabilidad celular adenohipofisaria luego de la ovariectomia. Para
ello, se realiz6 un ensayo de MTT en cultivos primarios de adenohipéfisis
obtenidos de ratas ovariectomizadas (OVX) sacrificadas a los 4, 7, 14 y 21 dias
post-operacion.

Es importante mencionar que en ensayos previos observamos que la
viabilidad de las células adenohipofisarias de ratas intactas cultivadas en
presencia de concentraciones basales de estrégeno fue similar a la viabilidad de las
células adenohipofisarias obtenidas de ratas OVX de 4 dias (OVX-4d) cultivadas
en ausencia de estrégenos (Viabilidad celular, OVX-4d: 100,0 + 4.7%; Intactas:
112.6 £ 10.2%, p > 0.05). Estos resultados demuestran que un periodo corto de
ovariectomia (4 dias) no afecta la viabilidad celular de las células
adenohipofisarias. Tampoco la ausencia de estrégenos en el medio de cultivo
parece modificar este parametro. En base a esto, los estudios comparativos de
viabilidad celular que se incluyen en este capitulo se realizaron con respecto a las
ratas OVX-4d.

Como puede observarse en la Fig. 33, la viabilidad celular adenohipofisaria
se redujo luego de la ovariectomia. La viabilidad celular de los cultivos primarios
de adenohipéfisis obtenidos de ratas OVX de 7 dias (OVX-7d) presenté una
marcada disminucién (20 - 30 % aproximadamente) en relacion a la viabilidad de
los cultivos de ratas OVX de 4 dias, y esta disminucién permanecié constante en

los cultivos de ratas OVX de 14 y 21 dias (OVX-14d y OVX-21d).
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Figura 33: La viabilidad celular adenohipofisaria disminuye luego de la ovariectomia. Los
cultivos primarios de células adenohipofisarias obtenidos de ratas OVX de 4, 7, 14 y 21 dias fueron
estabilizados por 48 hs (37°C, 5% CO). El medio fue reemplazado por medio fresco, y luego de
otras 48 hs de incubacién se determiné la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT. La
viabilidad celular fue calculada como Abs 600nm/mg de proteina y expresada como porcentaje de
la viabilidad de los cultivos de ratas OVX-4d. Los resultados representan la media = SEM, n=8. ***p
< 0.001 vs. OVX-4d. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado
representativo de 3 experimentos independientes.

% El namero de células apoptoéticas aumenta en la adenohipéfisis luego de la
ovariectomia
Fisiolégicamente, el mantenimiento de la homeostasis tisular esta dado por el
balance entre los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular
programada o apoptosis (Kerr 1972). Teniendo esto en cuenta, a continuacién se
evaluo si la reduccién de la viabilidad celular producida luego de la ovariectomia
se debe a un incremento de la muerte celular en la glandula adenohipofisaria.
Durante las dltimas etapas del proceso apoptético se producen cambios en
las células, tales como la fragmentaciéon del ADN, la fragmentacién nuclear y la
formacion de cuerpos apoptéticos (Wyllie 1980). Las células con ADN
fragmentado son susceptibles de perder en forma masiva los fragmentos de ADN.

Estas células con menor contenido de ADN pueden ser detectadas mediante un
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analisis por citometria de flujo en el cual se distingue una poblacion celular con
contenido hipodiploide de ADN (denominada poblacién sub-G1). Utilizando esta
técnica, se realiz6 un experimento in vivo para poder examinar la presencia de
células apoptoéticas directamente en las glandulas adenohipofisarias de ratas OVX
de 4,7 y 14 dias y de ratas intactas.

Al cuarto dia post-ovariectomia, se observé un leve incremento de la
poblacién celular adenohipofisaria con un menor contenido de ADN con respecto
a las ratas intactas, el cual se hizo mucho més marcado a los 7 y 14 dias (Fig. 34).

Estos resultados demuestran que la disminuciéon de la viabilidad celular
observada en el experimento anterior con los cultivos primarios esta directamente
relacionada con el incremento de la muerte celular adenohipofisaria. Por otro lado,
aportan evidencia de la existencia de apoptosis en la glandula adenohipofisaria

luego de la ovariectomia.
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Figura 34: El namero de células apoptéticas aumenta en la glandula luego de la ovariectomia.
Las ratas OVX de 4, 7 y 14 dias y las intactas fueron sacrificadas, las respectivas adenohipodfisis
fueron extraidas e inmediatamente luego de la dispersién de las células, las mismas fueron fijadas
y permeabilizadas, y el ADN tefiido con IP, fue cuantificado por citometria de flujo. (A) Gréfico del
andlisis de la citometria correspondiente a un experimento representativo de 3 experimentos
independientes, eje Y: nimero de células, eje X: intensidad de fluorescencia del IP. Por debajo de la
linea M1 se muestra la poblacién sub-G1 (células con ADN fragmentado) y se indica el porcentaje
de células correspondiente. (B) Los resultados representan la media del porcentaje de células de la
poblacién sub-G1 + SEM, n=3. *p < 0.05, **p < 0.001 vs. Intactas; ###p < 0.001 vs. 4 dias post-
ovariectomia. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Estudios inmunocitoquimicos y de hibridizacién in situ con ratas hembras OVX
muestran un aumento de los niveles de nNOS en la adenohipdfisis (Ceccatelli et al.
1993; Gonzélez-Hernandez & Gonzalez 2000). Ademads, en nuestro laboratorio
hemos demostrado que a los 14 dias post-ovariectomia hay un aumento de la
actividad de NOS en la glandula (Velardez et al. 2003a). Teniendo en cuenta estos
antecedentes y la capacidad dual del NO de prevenir o promover la apoptosis en
las células adenohipofisarias, a continuacion se investig6 la relacion entre NO y la

apoptosis desencadenada luego de la ovariectomia.

% Los produccién adenohipofisaria de NO aumenta luego de la ovariectomia
Si bien ha sido reportado un aumento de la expresion y actividad de nNOS en la
adenohipdfisis luego de la ovariectomia, no existen estudios previos sobre el
efecto de dicho aumento en la produccién adenohipofisaria de NO a lo largo de
este periodo. Por lo tanto, con el objetivo de elucidar este interrogante, se
determinaron los niveles de NO mediante la cuantificacién de la concentracion de
nitritos (producto estable de la descomposiciéon del NO) en los medios de
incubacién de los cultivos celulares obtenidos a partir de ratas OVX de 4,7, 14y 21
dias.

Es importante aclarar que, de forma similar a lo observado para la viabilidad
celular, en ensayos previos observamos que el nivel de nitritos obtenido en
cultivos de células adenohipofisarias de ratas intactas no presenta diferencias con
el nivel de nitritos de los cultivos de ratas OVX-4d (Nitritos, OVX-4d: 100,0 + 6,4%;
Intactas: 110.0 £ 6.7%, p > 0.05). Por lo tanto, las comparaciones se realizaron con
respecto a las ratas OVX-4d.

Se observé un importante incremento en el nivel de nitritos (30 - 40 %) en los
cultivos primarios de las ratas OVX de 7 dias en relacién a la obtenida en las ratas
OVX de 4 dias, el cual se mantuvo sin variaciones por lo menos hasta los 21 dias

post-ovariectomia (Fig. 35).
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Figura 35: La produccion adenohipofisaria de NO aumenta luego de la ovariectomia. Los cultivos
primarios de células adenohipofisarias obtenidos de ratas OVX de 4, 7, 14 y 21 dias fueron
estabilizados por 48 hs (37°C, 5% CO»). El medio fue reemplazado por medio fresco, y luego de
otras 48 hs de incubacién se cuantificé la concentracién de nitritos en los respectivos medios de
incubacion mediante el método de nitrato reductasa-Griess. El nivel de nitritos en cada muestra fue
calculado como concentraciéon de nitritos (uM)/mg de proteina y expresado como porcentaje del
nivel de nitritos de los cultivos de las ratas OVX-4d. Los resultados representan la media + SEM,
n=4. *p < 0.05 vs. OVX-4d. ANOVA seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. Resultado
representativo de 3 experimentos independientes.

Con el objetivo de confirmar que la nNOS adenohipofisaria es la responsable
del aumento de NO observado, los niveles de nitritos fueron determinados en
cultivos de ratas OVX de 14 dias luego de ser incubados por 48 hs con inhibidores
de las distintas NOSs (Misko et al. 1993; Alderton et al. 2001).

Los tratamientos con L-NAME (inhibidor con mayor selectividad por nNOS)
y con NMMA (inhibidor general de las NOSs) redujeron en forma significativa el
aumento en la concentracién de nitritos producido en los cultivos de ratas OVX-
14d (control), alcanzando un nivel de nitritos similar al de las ratas OVX de 4 dias.
El tratamiento con aminoguanidina (AG), inhibidor de la iNOS, en una

concentraciéon que previamente demostramos ser efectiva en estas células

(Velardez 2001; Poliandri 2004), no produjo modificaciones (Fig. 36).
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En conjunto estos resultados demuestran que la nNOS seria la principal
responsable del aumento de NO producido a los 14 dias de ovariectomia, siendo
consistentes con datos bibliograficos previos que muestran un aumento de la
expresion de esta isoforma en esta situacion (Ceccatelli 1997; Gonzalez-Herndndez
& Gonzalez 2000).

La iNOS no parece estar involucrada en la producciéon de NO, pero no se
puede descartar totalmente la participacion de la eNOS, dado que el inhibidor de

la nNOS utilizado (L-NAME) reacciona parcialmente con esta isoforma.
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Figura 36: El aumento de NO estaria mediado principalmente por la accién de la nNOS. Los
cultivos primarios obtenidos de ratas OVX de 14 dias fueron estabilizados por 48 hs (37°C, 5%
COy). El medio fue descartado, las células fueron incubadas con medio solo (control) o con los
distintos inhibidores de las NOSs por 48 hs en medio fresco y la concentracién de nitritos fue
cuantificada en el medio de incubacién por el método de nitrato reductasa-Griess. El nivel de
nitritos en cada muestra fue calculado como concentracién de nitritos (uM)/mg de proteina y
expresado como porcentaje de los nitritos de los cultivos de ratas OVX-4d. Los resultados
representan la media + SEM, n=4. El nivel de nitritos de los cultivos de ratas OVX-4d esta indicado
en el grafico como la media (linea llena) £ SEM (linea punteada) y se utiliz6 como medida de la
concentracion basal de nitritos. **p < 0.01 vs. control. ANOVA seguido de la prueba de Dunnett.
Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
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X/

% El NO es un mediador clave de la apoptosis inducida en la adenohipofisis
luego de la ovariectomia

De los resultados anteriores (Fig. 33, 34 y 35) puede observarse que el aumento de
NO es aparentemente simultdneo al incremento de apoptosis. Esto sugiere que el
NO puede tener un efecto proapoptético y de esta forma participar en la muerte
celular desencadenada en la adenohipdfisis luego de la ovariectomia. Para
corroborar esta hipétesis se examin6 el efecto de la inhibicién de la produccién de
NO sobre la viabilidad celular en cultivos de ratas OVX de 14 dias.

La presencia de L-NAME o NMMA impidi6 la disminucién de la viabilidad
celular que se observé en los cultivos de ratas OVX-14d en ausencia de dichos
inhibidores (control), obteniéndose una viabilidad similar a la de los cultivos de
ratas OVX-4d. La AG, en cambio, no modifico el efecto de la ovariectomia sobre la
viabilidad celular (Fig. 37).

Estos resultados demuestran que la inhibicién de la produccién de NO
previene completamente la reduccién en la viabilidad celular producida a los 14
dias de ovariectomia y por lo tanto sugieren que los niveles adenohipofisarios de
NO alcanzados luego de la ovariectomia tienen un papel preponderante en la

ejecucion de la apoptosis en la glandula adenohipofisaria.
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Figura 37: E1 NO es un mediador clave de la apoptosis inducida en la adenohipdfisis luego de la
ovariectomia. Los cultivos primarios obtenidos de ratas OVX de 14 dias fueron estabilizados por 48
hs (37°C, 5% CO»). Luego el medio fue descartado y las células fueron incubadas con medio solo
(control) o con los distintos inhibidores de las NOSs por 48 hs y la viabilidad celular fue
determinada por un ensayo de MTT. La viabilidad celular fue calculada como Abs 600nm/mg de
proteina y expresada como porcentaje de la viabilidad de los cultivos de ratas OVX-4d. Los
resultados representan la media £ SEM, n=8. La viabilidad celular de los cultivos de ratas OVX-4d
estd indicada en el grafico como la media (linea llena) £ SEM (linea punteada) y se utiliz6 como
medida de la viabilidad celular basal. *p < 0.05 vs. control. ANOVA seguido de la prueba de
Dunnett. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.

X/

% Laactivacién de la sGC media el efecto del NO

Varios de los efectos biologicos del NO estan mediados por la estimulacién de la
enzima sGC, la cual acttia como receptor de NO y cataliza la conversiéon de GTP en
cGMP (Denninger & Marletta 1999; Krumenacker et al. 2004). Estudios previos de
nuestro laboratorio muestran que el NO es capaz de estimular la producciéon
adenohipofisaria de cGMP en ratas OVX de 14 dias (Velardez et al. 2003a). En base
a estos antecedentes, se estudi6 si la activaciéon de esta enzima esta involucrada en
la muerte celular inducida en las células adenohipofisarias luego de la
ovariectomia. Para ello, se determiné la viabilidad celular de los cultivos de ratas

OVX de 14 dias luego del tratamiento con LY-83583, inhibidor de la enzima sGC.
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El inhibidor previno la disminucién de la viabilidad celular producida en los
cultivos de ratas OVX-14d (control), obteniéndose una viabilidad similar a la de
los cultivos de ratas OVX-4d (Fig. 38). Este resultado demuestra que la inhibicién
de la sGC impide la reduccién de la viabilidad celular que se produce luego de la
ovariectomia, sugiriendo que el proceso apoptético desencadenado es ejercido via

NO/sGC/cGMP.
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Figura 38: La activaciéon de la enzima sGC media el efecto del NO. Los cultivos primarios
obtenidos de ratas OVX de 14 dias fueron estabilizados por 48 hs (37°C, 5% COs). Luego el medio
fue descartado y las células fueron incubadas con medio solo (control) o con LY-83583 por 48 hs y
la viabilidad celular fue determinada por un ensayo de MTT. La viabilidad celular fue calculada
como Abs 600nm/mg de proteina y expresada como porcentaje de la viabilidad de los cultivos de
ratas OVX-4d. Los resultados representan la absorbancia media £ SEM, n=8. La viabilidad celular
de los cultivos de ratas OVX-4d esta indicada en el grafico como la media (linea llena) + SEM (linea
punteada) y se utiliz6 como medida de la viabilidad celular basal. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control.
ANOVA seguido de la prueba de Dunnett. Resultado representativo de 3 experimentos
independientes.
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% Las caspasas estin involucradas en la apoptosis inducida en la
adenohipoéfisis luego de la ovariectomia

Teniendo en cuenta que la activacién de caspasas representa un punto clave y
comun de distintas vias apoptéticas (Thorneberry & Lazebnik 1998; Stennicke &
Salvesen 2000) y, que segun los resultados presentados en la secciéon anterior, el
NO induce apoptosis en las células adenohipofisarias mediante la activacion de
caspasas, se evaluo si estas proteasas también estan involucradas en la apoptosis
desencadenada luego de la ovariectomia. Para ello, los cultivos celulares de ratas
OVX de 14 dias fueron incubados por 48 hs con Z-VAD-fmk, un inhibidor de
caspasas de amplio espectro, y la viabilidad celular fue determinada mediante un
ensayo de MTT.

El tratamiento con el inhibidor produjo un aumento significativo de la
viabilidad celular en relacion a los cultivos de ratas OVX-14d (control),
alcanzdndose una viabilidad similar a la de los cultivos de ratas OVX-4d (Fig. 39).
Esto demuestra que la inhibicién de caspasas que el proceso apoptético es

dependiente de la activacién de caspasas.
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Figura 39: Las caspasas estan involucradas en la apoptosis inducida en la adenohipéfisis luego
de la ovariectomia. Los cultivos primarios de células adenohipofisarias obtenidos de ratas de 14
dias de ovariectomia fueron estabilizados por 48 hs (37°C, 5% CO>). Luego el medio fue descartado
y las células fueron incubadas con medio solo (control) o con Z-VAD-fmk 50 (1M, inhibidor de
caspasas, por 48 hs y la viabilidad celular fue determinada por un ensayo de MTT. La viabilidad
celular fue calculada como Abs 600nm/mg de proteina y expresada como porcentaje de la
viabilidad de los cultivos de ratas OVX-4d. Los resultados representan la absorbancia media *
SEM, n=8. La viabilidad celular de los cultivos de ratas OVX-4d esta indicada en el grafico como la
media (linea llena) + SEM (linea punteada) y se utiliz6 como medida de la viabilidad celular basal
**p < 0.01 vs. control. Prueba t de Student. Resultado representativo de 3 experimentos
independientes.
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4.3 DISCUSION

Los estrégenos son las hormonas esteroideas de mayor relevancia en la regulaciéon
de la poblacién celular adenohipofisaria. En la rata, el nimero de células fluctaa
de acuerdo a la situacién fisiolégica (lactancia, prefiez, ciclo estral) principalmente
en respuesta a los niveles de estrogenos circulantes (Shirasawa & Yoshimura 1982;
Carbajo-Pérez & Watanabe 1990; Spady et al. 1999; Candolfi et al. 2006).

La falta de estrégenos desencadena apoptosis en varios tejidos estrégeno-
dependientes como ovario, médula 6sea y glandula mamaria (Billing et al. 1993;
Kiprianou et al. 1991; Shevde & Pike 1996). En la adenohipdfisis, la interrupcion de
tratamientos crénicos con altos niveles de estrégenos también desencadena muerte
celular por apoptosis (van Nesselrooij et al. 1992; Drewett et al. 1993; Ahlbom et al.
1998). En base a esto ha sido hipotetizado que la falta de estrégenos que se
produce luego de la ovariectomia podria afectar negativamente a la poblacion
celular adenohipofisaria, probablemente debido a la induccién de apoptosis en la
glandula. Sin embargo, no existen evidencias previas consistentes que lo
demuestren.

En este trabajo se muestra que luego de la ovariectomia, y posiblemente
como consecuencia de la falta de estrogenos, se reduce la viabilidad de la
poblacién celular adenohipofisaria a través de la induccién de apoptosis, proceso

en el que estarfa involucrado el NO.

En primer lugar, los resultados obtenidos muestran que la viabilidad de la
poblacién celular adenohipofisaria resulté negativamente afectada luego de la
ovariectomia. Se observé una significativa disminucion de la viabilidad a partir de
los 7 dias post-ovariectomia, manteniéndose hasta por lo menos los 21 dias (el

mayor tiempo post-ovariectomia estudiado).
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Ademas, se observd que el porcentaje de células con ADN fragmentado
aument6 luego de 7 dias de ovariectomia, mostrando un incremento en el
porcentaje de células que se encuentran en las udltimas etapas del proceso
apoptotico.

Relacionando ambos resultados se puede sugerir que la reduccién de la
viabilidad celular observada en los cultivos primarios esta directamente
relacionada con el incremento de la apoptosis que se observé directamente en la
glandula luego de la ovariectomia.

Si bien el porcentaje de células con ADN fragmentado aument6
significativamente en la glandula luego de 7 dias de ovariectomia (10% vs. 2 - 4%
en ratas intactas y OVX de 4 dias), este cambio es inferior al porcentaje de
reduccion en la viabilidad celular de los cultivos primarios en el mismo periodo de
tiempo (20 - 30%). Una explicacién posible para esta diferencia se relaciona con el
hecho de que, a nivel glandular, las células muertas o que ya han comenzado el
proceso apoptético suelen ser rapidamente removidas por las células foliculo
estrelladas. Por ejemplo, existen evidencias histologicas que muestran que
finalizado el periodo de lactacion, los cuerpos apoptéticos de los lactotropos son
rapidamente fagocitados por células foliculo estrelladas propias de la glandula.
Esta remocion rdpida y efectiva de las células apoptoticas constituye una ventaja a
nivel fisiol6gico ya que evita el desarrollo de procesos inflamatorios (Orgnero de
Gaisan et al. 1993; Aoki et al. 1996). Dado que es esperable que la remocién de
células en proceso apoptético esté limitada o reducida durante el cultivo, es 16gico
que el porcentaje de células muertas detectado en los experimentos de MTT haya

sido mayor al porcentaje de células apoptoéticas detectado in vivo.

Reportes previos muestran que luego de la ovariectomia se produce un aumento
de la expresion y actividad de la nNOS (Ceccatelli 1997; Gonzalez-Hernédndez &
Gonzalez 2000; Velardez et al. 2003a). Estos efectos son revertidos por el
tratamiento con estradiol, demostrando que los estrégenos son los principales

responsables de la inhibicién de la nNOS adenohipofisaria (Ceccatelli et al. 1993;
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Velardez et al. 2003a). En este trabajo se muestra que los cambios a nivel de la
enzima se ven reflejados en un incremento en la produccién adenohipofisaria de
NO. El nivel de nitritos aumentoé significativamente a partir de los 7 dias post-
ovariectomia y se mantuvo elevado por lo menos hasta los 21 dias, en forma
paralela al incremento en la actividad y expresiéon de la nNOS previamente
observada (Ceccatelli et al. 1993; Garrel et al. 1998). Es decir que luego de la
ovariectomia, se suprimiria la inhibicién que ejercen los estrégenos sobre la nNOS,
favoreciendo la estimulacion de la enzima y la consiguiente sobreproduccién de
NO.

Esta inhibicion ejercida por los estrégenos sobre la nNOS adenohipofisaria
no seria directa, sino que estaria mediada por GnRH y por lo tanto dependeria de
la conexién hipotalamica (Garrel et al. 1998). Los estrégenos regulan la liberacion
de la GnRH a nivel del hipotdlamo. En ausencia de estrégenos se produce un
aumento de la liberaciéon de GnRH, y al actuar sobre los gonadotropos, esta
hormona estimula la expresion génica de nNOS. Sin embargo, este efecto sobre la
enzima no seria permanente debido a que la exposicion prolongada de la glandula
a GnRH provoca una desensibilizaciéon de los gonadotropos a la accion de esta
hormona (Garrel et al. 1998). Este fenémeno de estimulaciéon seguido de una
desensibilizaciéon nos permitiria explicar por qué el incremento en la produccién
de NO luego de la ovariectomia es acotado en el tiempo, alcanzandose un méaximo
en los niveles de NO hacia los 7 y 14 dias post-ovariectomia, para luego
estabilizarse por lo menos hasta los 21 dias.

Confirmando las evidencias citadas, los resultados obtenidos muestran que
la nNOS adenohipofisaria seria la principal responsable de la sobreproduccién de
NO post-ovariectomia, dado que el aumento de nitritos alcanzado a los 14 dias de
ovariectomia fue completamente prevenido por el tratamiento con NMMA
(inhibidor general de las NOSs) o con L-NAME (inhibidor con mayor selectividad
por nNOS).

Teniendo en cuenta que el L-NAME reacciona parcialmente con la eNOS
(Alderton et al. 2001), no se puede descartar totalmente la participaciéon de esta

isoforma. Sin embargo, ensayos de Western Blots realizados con adenohipéfisis de
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ratas castradas no revelaron expresion de la eNOS en la glandula (Garrel et al.
1998). Apoyando esto, se ha observado que la administracion aguda de estradiol a
ratas OVX induce un aumento de los niveles de ARNm de eNOS en la glandula
(Candolfi et al. 2004), demostrando que los estrégenos estimulan la expresion de
eNOS, tal como sucede en otros tejidos (MacRitchie et al. 1997, Xia & Krukoff
2004).

La incubacioén con aminoguanidina (inhibidor de la iNOS) (Misko et al. 1993)
no modificé el nivel de nitritos alcanzado a los 14 dias de ovariectomia, indicando
que esta isoforma no estaria involucrada en el aumento de NO. Este resultado no
fue muy sorprendente dado que la iNOS normalmente no se detecta en las células
de la glandula y su expresion se induce ante situaciones de estrés intracelular o
durante procesos inflamatorios (Wong et al. 1996; Satta et al. 1998; Tuteja et al.
2004). Apoyando estas evidencias y los resultados de esta tesis, en estudios
realizados con ratas hembras OVX no se detectd la expresion de ARNm ni de

proteina de esta isoforma en la adenohipéfisis luego de la ovariectomia (Garrel et

al. 1998; Candolfi et al. 2004).

Considerando el hecho de que el NO puede tener un efecto tanto pro como
antiapoptotico sobre las células adenohipofisarias (Poliandri et al. 2004; Velardez
et al. 2004), y que se observé que el aumento de NO es concomitante al incremento
de apoptosis que se produce luego de la ovariectomia, se investigo el papel del
NO en este proceso.

Los resultados muestran que el NO jugaria un papel clave en la muerte
celular desencadenada en las células adenohipofisarias luego de la ovariectomia,
dado que los tratamientos con L-NAME y con NMMA previnieron completamente
la disminuciéon de la viabilidad celular que se produce a los 14 dias de
ovariectomia.

Generalmente los efectos apoptodticos estdn asociados con concentraciones
relativamente altas (micromolares) y/o continuas de NO, como las producidas

luego de la inducciéon de la iNOS. Los efectos antiapoptéticos, en cambio, estdn
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asociados con concentraciones bajas de NO (submicromolares) derivadas
principalmente de la actividad de la nNOS y la eNOS (Shen et al. 1998; Liu &
Stamler 1999). Contrariamente a esto, los resultados obtenidos sugieren que el NO
derivado de la estimulacién de la nNOS es el que desencadena el proceso
apoptoético. Una explicaciéon posible es que la estimulacion de la nNOS que se
produce luego de la ovariectomia produzca niveles bajos de NO pero persistentes,
que generen en forma localizada concentraciones relativamente altas de NO y en
estas condiciones se induzca apoptosis en la glandula. También es posible que
como consecuencia de la ovariectomia, y por consiguiente de las alteraciones
hormonales que de ella derivan, las células adenohipofisarias pasen a ser mas
sensibles ante diversos estimulos. Por lo tanto, atin niveles relativamente bajos de
NO, como los producidos por la nNOS, podrian ser suficientes para desencadenar
el proceso apoptdtico en esta situacion.

En relacion a esto, es interesante mencionar que durante los primeros 4 dias
de ovariectomia no se producen cambios notables en los niveles de NO ni en el
porcentaje de células apoptéticas (o en la reduccion de la viabilidad celular) en
relacion a los valores en cultivos de ratas intactas. Recién luego de 7 dias post-
ovariectomia dichos cambios se hacen significativos y se mantienen sin
variaciones hasta por lo menos los 21 dias. Esto sugiere que existe un periodo de
latencia previo a que los cambios hormonales inducidos por la ovariectomia

produzcan sus efectos.

La mayoria de los efectos fisiologicos del NO son ejercidos a través de la
activacion de la enzima sGC, conocida también como el receptor intracelular de
NO (Denninger & Marletta 1999; Krumenacker et al. 2004). En relacién a la
regulaciéon de la muerte celular, generalmente la activacion de la sGC esta
relacionada con el efecto antiapoptético del NO (Shen et al. 1998; Krumenacker et
al. 2004; Thippeswamy et al. 2005). Sin embargo, hay reportes que muestran que la
activacion de la via sGC/cGMP puede mediar también el efecto apoptético del

NO (Taimor et al. 2000; Valenti et al. 2003). En las condiciones de este estudio, el
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tratamiento de los cultivos primarios de adenohipéfisis con un inhibidor
especifico de la sGC (LY-83583) previno la reducciéon de la viabilidad celular que
se produce a los 14 dias de ovariectomia, sugiriendo que la activaciéon de esta
enzima media el efecto apoptético del NO. Consistentemente, estudios previos de
nuestro laboratorio muestran la producciéon de cGMP estimulada por el NO es
mayor en ratas OVX de 14 dias que en intactas (Velardez et al. 2003a). Teniendo en
cuenta ambos resultados se puede sugerir que la apoptosis inducida en las células
adenohipfisarias luego de la ovariectomia es ejercida por la via NO/sGC/cGMP.
El cGMP es un segundo mensajero que regula varios procesos celulares a
través de diversas cascadas de sefalizacion (Denninger & Marletta 1999). Por lo
tanto, la activacion de la via sGC/cGMP por el NO podria constituir uno de los
primeros eventos de alguna de estas cascadas que dispare el proceso apoptético.
En relacién a esto, se ha observado que la estimulacién de la proteina kinasa G
(PKG) inducida por el cGMP media los procesos apoptéticos inducidos por el NO
en ciertos tejidos (Shimojo et al. 1999; Taimor et al. 2000). Seria interesante poder
dilucidar en estudios futuros si esta proteina (o algtin otro blanco del cGMP)
forma parte de los mecanismos que inducen muerte celular en las células

adenohipofisarias luego de la ovariectomia.

Tanto en los resultados presentados en el capitulo anterior como en estudios
previos (Velardez et al. 2004) se demostr6é que el NO es puede inducir apoptosis
de las células adenohipofisarias mediante la activaciéon de caspasas.

En los estudios realizados en este capitulo se observé que el tratamiento de
los cultivos primarios con un inhibidor de caspasas atenu6 la disminucién de la
viabilidad celular que se produce a los 14 dias de ovariectomia. Por lo tanto, se
puede inferir por un lado, que las caspasas estan involucradas en el proceso
apoptético inducido luego de la ovariectomia, y por el otro que el NO esta
involucrado en dicha activacién. En relaciéon con esto tltimo, es posible que la
induccioén de caspasas por el NO sea mediada por alguna de las vias apoptoticas

disparadas por el cGMP. De hecho hay evidencias que muestran que la apoptosis
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inducida por el NO en células musculares de rata es prevenida por inhibidores de
la sCG, PKG y de caspasas (Shimojo et al. 1999). Estudios futuros permitirdn
corroborar esta hipotesis.

Es interesante mencionar que si bien en las dos situaciones estudiadas en esta
tesis el NO estaria induciendo la activaciéon de caspasas, el mecanismo apoptético
desencadenado por el NO en las células adenohipofisarias no serfa el mismo.
Prueba de ello es que, como se mostr6 en el capitulo anterior, la apoptosis
inducida por la exposicién prolongada a concentraciones micromolares de NO
seria independiente de la activaciéon de la sGC, mientras que la muerte celular

desencadenada luego de la ovariectomia estaria mediada por esta enzima.

Como se mencion6 al comienzo de la discusion, los estrégenos son las hormonas
esteroideas de mayor relevancia en la fisiologia adenohipofisaria dado que el
namero de células en la glandula flucttia de acuerdo a los niveles circulantes de
estrogenos. Por lo tanto, de los resultados obtenidos en este capitulo se puede
concluir que luego de la ovariectomia, la falta de estrégenos induce un aumento
de la produccién de NO en la adenohipéfisis al eliminar la inhibicién que ejercen
los mismos sobre la nNOS. Este incremento de NO induce apoptosis de las células
adenohipofisarias. Por lo tanto, el NO podria ser considerado uno de los
principales efectores de la muerte celular desencadenada en la glandula como

consecuencia de los cambios hormonales inducidos por la ovariectomia.
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4.4 CONCLUSION

De los resultados obtenidos se pueden enumerar las siguientes conclusiones:

- Luego de la ovariectomia se produce un incremento de la muerte celular en
la glandula adenohipofisaria debido a la induccién de apoptosis.

- Los niveles de NO aumentan durante este periodo, como consecuencia de la
estimulacién de la nNOS que se produce al suprimir la inhibicién que ejercen los
estrogenos sobre la enzima.

- El NO tiene un papel clave en la apoptosis inducida en la células
adenohipofisarias luego de la ovariectomia.

- El proceso apoptético desencadenado por el NO es dependiente de la

estimulacion de la enzima sGC y de la activacion de caspasas.

En resumen, los resultados obtenidos en esta segunda parte de la tesis han
permitido ampliar el conocimiento acerca de la regulacién de la muerte celular en
la glandula adenohipofisaria luego de la ovariectomia y dilucidar el papel del NO
en este proceso. La falta de estr6genos provocada por la ovariectomia induciria un
aumento de la producciéon de NO en la adenohipdfisis, al eliminar la inhibicion
que ejercen los mismos sobre la nNOS. Este aumento de NO provoca un
incremento de la muerte celular en la glandula debido a la induccién de apoptosis.
Por lo tanto, el NO seria el mediador principal de las alteraciones que produce la

falta de estrogenos sobre la viabilidad celular adenohipofisaria.

Estos resultados constituyen el primer paso en el estudio de los mecanismos
intracelulares que regulan el proceso de muerte celular en la adenohipofisis
durante este periodo. La elucidaciéon de estos mecanismos permitird avanzar en la
comprension de las alteraciones funcionales y hormonales que se producen a nivel
neuroendocrino ante la pérdida de la funcién ovarica, como ocurre por ejemplo en

mujeres post-menopdausicas o con ovariectomia por razones médicas.
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5 CONCLUSION GENERAL

La adenohipéfisis, ademas de poseer una importante actividad se sintesis y
secreciéon hormonal, es un tejido con una alta actividad de recambio celular. El
nimero de células en la glandula fluctta constantemente de acuerdo a la situacion
tisiol6gica. Esto se debe a la accién concertada de una gran variedad de factores
provenientes tanto de tejidos periféricos como del sistema nervioso central (a
través del hipotdlamo) o de la propias células adenohipofisarias.

Durante los dltimos afios, se ha hecho gran hincapié en el estudio de los
factores intrahipofisarios que regulan la secrecion hormonal y la proliferacion
celular, pero poco se conoce acerca de los factores que regulan el proceso de
muerte celular en la glandula.

Estudios previos de nuestro laboratorio han identificado al NO como un
regulador muy importante de la muerte y viabilidad celular adenohipofisaria,
funcién que esta intimamente relacionada con el efecto dual de esta molécula de
inducir o prevenir la apoptosis. Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre
el papel del NO como regulador del proceso apoptoético, se evalud la acciéon del
NO en las células adenohipofisarias de rata, en dos situaciones diferentes:

1. Se investigaron los mecanismos intracelulares involucrados en la apoptosis
inducida por el NO en una situaciéon similar a la encontrada en procesos
inflamatorios.

2. Se investig6 el papel del NO en el proceso de muerte celular en la glandula

adenohipofisaria luego de la ovariectomia.

En primer lugar, los resultados obtenidos han permitido identificar algunos de los
mecanismos intracelulares involucrados en la apoptosis inducida por
concentraciones micromolares de NO en las células adenohipofisarias. Dentro de

los mecanismos estudiados que caracterizan a la via apoptética mitocondrial, se
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pudo establecer la sobreproduccién mitocondrial de ROS como uno de los eventos
disparadores de esta cascada apoptoética. Este aumento de ROS induce cambios en
la expresion de Bax y Bcl-2 y la activacién posterior de la caspasa 3, que lleva
finalmente a la muerte celular. A esta secuencia de eventos se le suma la
modulacion que ejerce el NO sobre los distintos componentes del sistema
antioxidante, la cual contribuye en el desarrollo del proceso apoptético.

Bajo esta situacion, el efecto apoptético del NO parece ser independiente de
p53, de la enzima sGC y del calcio. Ademas de la via apoptética identificada, la
ejecucion de la muerte celular estaria también mediada por algtin otro mecanismo
paralelo que no alcanz6 a ser abarcado en este estudio. El mismo podria incluir a

las proteinas de la familia de Bcl-2, pero seria independiente de caspasas y de

ROS.

Los resultados del segundo objetivo muestran que luego de la ovariectomia, y
posiblemente como consecuencia de la falta de estrégenos, hay un incremento de
la muerte celular en la glandula debido a la induccién de apoptosis. El NO, que
aumenta luego de la ovariectomia, tiene un papel clave en el desarrollo del
proceso apoptotico, el cual se produciria a través de la via sGC/cGMP y de la

activacion de caspasas.

Como puede apreciarse, el proceso apoptoético inducido por el NO en las dos
situaciones en estudio estd mediado por mecanismos intracelulares diferentes. La
activacion de uno u otro dependeria principalmente de la concentracioén local de
NO a la que estan expuestas las células, de la persistencia del estimulo y del
entorno celular. Esto hace que la regulacion de la muerte celular adenohipofisaria

llevada a cabo por el NO sea un proceso sumamente complejo y variable.
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Este estudio permiti6é esclarecer ciertos aspectos del papel activo del NO en el
proceso de muerte celular en la adenohipéfisis. Se han identificado algunos de los
mecanismos por los cuales el NO induce muerte celular programada en la
glandula, pero quedan adn preguntas sin resolver y nuevos interrogantes que

deberan responderse en futuras investigaciones.

Lic. Leticia Inés Machiavelli Dra. Beatriz H. Duvilanski
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APENDICE: Abreviaturas

AC-DEVD-pNA
ACTH

ADN

AG

AIF

An

ARN

ATP

BAPTA

bp

GTP
cGMP
CTE
DABCO
DAPI
DCDCEF-DA
DETA/NO
DHR123
DiOCs
DMSO
eNOS
FBS
FBSad
FSH

GH
GnRH
GPx

GR
GSH
GSSG
H>O,
iNOS

P

N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide
Hormona adrenocorticotropa

Acido desoxiribonucleico

Aminoguanidina hidroclorada

Factor inductor de apoptosis

Anexina V-FITC

Acido ribonucleico

Adenosina tri-fosfato

1,2bis-(2-aminofenoxi) etano-N,N,N',N'-acido tetraacético
acetoximetil ester

Pares de bases

Guanosina trifosfato

Monofosfato ciclico de guanosina

Cadena de transporte de electrones

1,4 diazabicyclooctane
4,6-diamidino-2-fenilindol
5,6-dicarboxy-2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato
DETA NONOato

Dihidro rodamina 123
3,3-dihexiloxacarbocianina iodada

Dimetil sulféxido

Oxido nitrico sintasa endotelial

Suero fetal bovino

Suero fetal bovino adsorbido con carbén-dextran
Hormona foliculo estimulante

Hormona de crecimiento

Hormona liberadora de gonadotropinas (FSH, LH)
Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Peroxido de hidrégeno

Oxido nitrico sintasa inducible

Ioduro de propidio
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LH
L-NAME
MCB
NAC
NMMA
nNOS
NO
NOS(s):
@)

Oy
ONOO-
OvVX
ovX-4d:
OVX-7d
OVX-14d:
OVX-21d:
PKG
PMM
PMSEF
PRL

RE

Redox
ROS

sGC

SOD

TSH
Z-VAD-fmk

Hormona luteinizante
L-N“-Nitroarginina metil ester
Monoclorobimano
N-acetil-cisteina
NG-Metil-L-arginina sal de acetato
Oxido nitrico sintasa neuronal
Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa(s)

Oxigeno molecular

Anioén superdxido

Peroxinitrito

Ovariectomizadas

4 dias de ovariectomia

7 dias de ovariectomia

14 dias de ovariectomia

21 dias de ovariectomia

Proteina kinasa G

Potencial de la membrana mitocondrial
Fenilmetilsulfonilfluoruro
Prolactina

Reticulo endoplasmico
Oxido-reduccién

Especies reactivas del oxigeno
Guanilato ciclasa soluble
Superdxido dismutasa

Hormona estimulante de tiroides
Z-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilketona
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