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R e s umen

La dehidroepiandrosterona (DHEA), es una hormona esteroide
sintetizada en las gldndulas suprarrenales, su importancia bioldgica radica en
ser precursor de importantes hormonas esteroides. Se ha observado que su
concentracion en la circulaciéon disminuye conforme avanza la edad, lo cual
se asocia con el desarrollo de varias enfermedades cronico degenerativas.
En este frabagjo, se evalud el efecto de la DHEA sobre la proliferacion vy
expresion de proteinas reguladoras del ciclo y muerte celular, en células
endoteliales de vena de corddn umbilical humano (HUVECs). La proliferacion
celular fue evaluada por medio de fincidn con cristal violeta. La expresion de
los ARNm de las proteinas p53 y p21 se evalud por RT-PCR y densitometria.
Asimismo, se definid el estado de fosforilacidon de la proteina Rb por Western
blot y finalmente, por citometria de flujo se determind la muerte celular por
translocacion de fosfatidilserina. Los resultados obtenidos mostraron que la
DHEA en dosis suprafisiolégicas (100 pM), inhibid la proliferacion de las HUVECs
de una manera dosis-dependiente, mientras que la forma sulfatada (DHEA-S)
y la testosterona no mostraron este efecto y el estradiol mostré efecto
estimulador. El efecto antiproliferativo de la DHEA, se asocié con la detencidon
del ciclo celular en la fase de Gg, sin provocar la muerte celular. Por otra
parte, la DHEA disminuyd la presencia de la forma fosforilada de la proteina
Rb y adicionalmente causd un aumento de la expresion de las proteinas p53
y p21. En conclusion, los resultados muestran que la DHEA inhibid la
proliferacion celular de las HUVECs, al regular proteinas importantes para el

control del ciclo celular.
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Abstracit

Dehydroepiandrosterone (DHEA), is a steroid hormone synthesized by
adrenal glands. The DHEA is known a steroid hormone precursor, but it has
been observed that DHEA can have actions for itself. DHEA blood
concentration diminishes while the age, this fact has been related with
development of several chronic degenerative diseases. The aim of this work
was to evaluate the effect of DHEA on proliferation, and its relation on cell
cycle proteins and cell death in human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC:S).

Proliferation was evaluated by crystal violet staining, expression of p53
and p21 proteins by RT-PCR, Rb phosphorylation was determinate by Western
blot and cell death by phosphatidylserine membrane translocation. Results
showed that DHEA inhibited HUVECs proliferation at 100 uyM in a dose-
dependent way, while the effect observed with DHEA sulphate (DHEA-S),
estradiol and testosterone, was different. Antiproliferative effect of DHEA was
associated with an arrest in G1 phase of cell cycle without cell death. DHEA
diminished the phosphorylated form of Rb protein, increased mRNAs of p53
and p21 proteins. These results show that DHEA inhibits proliferation of HUVECs

by regulating relevant proteins that control the cell cycle.
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Introduccion

|. LA DHEA

1.1. Caracteristicas.

La dehidroepiandrosterona (DHEA; 3pB-hidroxi-5-androsten-17-ona) es la
hormona esteroide mds abundante en la circulacion de los primates y junto
con su forma sulfatada (DHEA-S) es la principal hormona esteroide sintetizada
en la corteza de las gldndulas suprarrenales (Howard, 1996; Labrie et al, 1998).

La DHEA tiene efectos fisioldgicos de gran importancia. En el feto estimula
la eritfropoyesis, en los adolescentes es responsable de la aparicion del acné,
asi como del desarrollo y mantenimiento del vello axilar y pubiano. Su accidon
androgénica (virilizante) es poco apreciable en condiciones normales tanto
en hombres como en mujeres. En el vardn, su funcidén es opacada por las
altas concentraciones de la testosterona, razén por la cual, se le ha

considerado como un andrégeno deébil (Jara y Gonzdlez, 2001).

Al igual que los demds esteroides su molécula tiene el nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno el cual es una estructura quimica de 19
dtomos de carbono (androstano) con un radical hidroxilo en el carbono 3, un

grupo ceto en el carbono 17 y una doble ligadura en el carbono 5 (Fig.1).
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Fig.1 Estructura de la DHEA (3B-hidroxi-5-androsten-17-ona).

1.2. Sintesis

La biosintesis de la DHEA se realiza principalmente en la zona reticular
de la corteza suprarrenal y comienza con la transformacion de la molécula
del colesterol (esteroide Cg7) a pregnanos (esteroides Cz1) mediante la
participacion de complejos enzimaticos (citocromo Puso); posteriormente con
la ruptura del enlace Ci17-Co se convierten a androgenos (esteroides Ciyo)
entre ellos, la DHEA vy su sulfato (Fig 2). La DHEA es el precursor de un
andréogeno mas potente, la androstendiona, la cual se forma por la
participacion de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD) isomerasa. La
androstendiona se reduce por accion de la 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17BHSD) y origina a la testosterona. Por accion de la Paso
aromatasa, la testosterona se aromatiza y se convierte a estrogenos
(esteroides Cig) (Yen, 1994; Celec, 2002) (Fig. 2).
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1.3. Metabolismo

En humanos, la mayor parte de la DHEA circulante se encuentra como
DHEA-S, por lo que se le considera a esta forma como el reservorio circulante,
ésta se une con mayor afinidad a la albUmina lo que disminuye su
biodisponibilidad. Los niveles plasmdticos de la DHEA-S reflejan la capacidad
de sintesis de la corteza suprarrenal, donde se origina la mayor cantidad de
la forma conjugada. La DHEA también se une a la ABP (proteina que une
andrégenos) de manera especifica, y solamente de 3-5% de la DHEA en
circulacion se encuentra en forma libre, la cual es la fraccidon bioldgicamente
importante porque puede difundirse con libertad en los tejidos (Yen, 1994). La
DHEA es la forma activa de la hormona, se obtiene por la eliminacion del
grupo sulfato de la DHEA-S, realizada por sulfatasas especificas presentes en
la mayoria de los tejidos y principalmente en la placenta, el higado, los

ovarios y los testiculos (Jara y Gonzdlez, 2001; Shealy, 1995)

En el adulto joven la producciéon diaria de la DHEA por la suprarrenal es
de 15-30 mg/dia y se almacena en su forma sulfatada doénde la
concenfracion sérica alcaza los 250-350 ug/dl. La presencia en sangre de
ambas formas varia conforme avanza la edad, de este modo, en el feto se
encuentra elevada hasta el momento del nacimiento, disminuye durante la
ninez y se eleva nuevamente al inicio de la pubertad. La DHEA y la DHEA-S
alcanzan sus niveles maximos entre los 25 y 30 anos con una concentracion
en sangre de 30 nM y 10 UM respectivamente, para después disminuir
progresivamente hasta llegar a un minimo del 8-10% a los 80 anos (Hornsby et
al, 1995; Jara y Gonzdlez, 2001; Allolio y Arlt, 2002; Celec, 2002) (Fig 3).
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Fig.3 Concentracién de la DHEA-S a lo largo de la vida.

El lugar principal para el metabolismo de la DHEA es el higado, donde
es convertida rdpidamente a androstendiona, el cual sirve como el principal
precursor de esteroides, particularmente en la placenta durante el
embarazo. Por ofro lado, el metabolismo de la DHEA-S es lento, manteniendo
de este modo las concentraciones de la DHEA. Su degradacion también se
realiza en el higado, por medio de cambios estructurales formando ésteres,
sulfatos y glucurénidos, los cuales son hidrosolubles y pueden ser excretados

por el rinén.

La sintesis de la DHEA se encuentra principalmente bajo la regulacion
de la hormona adenocorticotropica (ACTH) proveniente de la gldndula
hipofisis (Eisentein, 1970; Daryl y Granner, 1986). Esta regulacion se observa
principalmente en la gladndula suprarrenal, donde se produce el 50% de la
DHEA circulante. Aunque no estd clara la participacion de la ACTH en otros
tejidos, se sabe que la sintesis de la DHEA a nivel cerebral, recientemente
descrito (Robel y Baulieu, 1995; Racchi et al, 2003) es independiente de la
ACTH.
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1.3. Mecanismo de accion

El mecanismo directo de accidn de la DHEA hasta la fecha no se
conoce con exactitud. Los estudios que soportan la idea de su funcidbn como
pre-hormona, mencionan que una vez convertida a otfras hormonas
esteroides como andrégenos y estrogenos, sigue el camino de acciéon
descrito para éstas. Después de difundirse al interior de la célula del tejido
blanco, se une alos receptores esteroides en el citoplasma o en el nucleo, los
activa para fijarse a los elementos reguladores del ADN y de este modo,

modula la transcripcion de genes especificos.

Estudios recientes han mostrado la existencia de posibles receptores
especificos para la DHEA, lo cual podria explicar un mecanismo de acciéon
directo de la misma. Investigaciones recientes demuestran la presencia de un
receptor de membrana acoplado a proteinas G (Williams et al, 2002; Williams
et al, 2004) el que parece estar involucrado en la regulacion de las via de las
MAPK cinasas y del AMP ciclico, las cuales pueden estar relacionadas con
mecanismos de proteccidon en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, conferidos a la DHEA (Simoncini et al, 2003). La existencia
de receptores especificos para la DHEA sugiere la posibilidad de que los
efectos de ésta sean realizados por si misma y no debidos a su conversion
otras hormonas esteroides, lo que implica que también tenga un mecanismo

de accion no gendmico.
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1.4. Antecedentes

Anteriormente a la DHEA se le atribuia el papel de pre-hormona por ser
precursor de ofros esteroides (Einsentein, 1970; Allolio y Arlt, 2002) debido a
esto, se Uuliliza en fterapias de reemplazo hormonal en mujeres
postmenopdusicas (Lasco, 2001; Allolio y Arlt, 2002). Dado que se ha
observado una disminucion sérica de la DHEA con el envejecimiento celular
y con la aparicibn de varias patologias, como: el Alzheimer, la artritis
reumatoide, la arterioesclerosis, la diabetes, entre ofras, se le ha atribuido un
papel protector (Schwartz et al, 1988; Orentreinch et al, 1992; Montanini et al,
1998; Hinson y Raven, 1999). Sin embargo, se ha generado gran controversia
en su uso terapéutico debido a algunos efectos secundarios que se han
presentado como la androgenizacion. Es probable, que el no conocer los
mecanismos de accidon exactos por los cuales actia la DHEA, evite disenar

tfratamientos adecuados.

La administracion de la DHEA ha demostrado mejoria en distintos
padecimientos, pues disminuye el crecimiento de tumores cancerosos y
produce mejorias en enfermedades auto inmunes (Hampl y Starka, 2000).
Ademds, se ha mostrado que la DHEA-S a la que no se le ha conferido
accion bioldgica, tiene efectos antidiabéticos en ratas (Kanauchi et al, 2001)
al inhibir la producciéon de radicales libres. Estas propiedades antioxidantes se
relacionan con la liberacion de la insulina por las células B pancredticas

(Aragno et al, 2000; Dillon et al, 2000).

En estudios relacionados con la obesidad, se encontrdé que la
administracion de la DHEA reduce el tejido adiposo y favorece el
metabolismo de los lipidos (Richards et al, 2000). En ratones, la DHEA

disminuye el peso corporal e inhibe a la glucosa-é6-fosfato deshidrogenasa,
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una enzima importante en el metabolismo de la glucosa (Cleary et al, 1984) y
cuando se ha utllizado la DHEA en terapia de reemplazo hormonal en
humanos, se ha observado que produce mayor sensibilidad a la insulina
(Lasco, 2001). Por lo tanto, a la DHEA se le atribuyen propiedades anti-
obesidad.

En mujeres postmenopdusicas, la administracion prolongada de la
DHEA, produce una mayor absorcion del Ca* 6seo, lo que reduce los riesgos
para desarrollar osteoporosis (Baulieu et al, 2000). Sin embargo, en modelos
de ratas ovariectomizadas, la DHEA disminuye la densidad 6sea debido a la

produccion local de andrégenos (Martel et al, 1998).

En relacion con ofras patologias, la administracion de la DHEA produce
mejorias en los sinfomas de la depresion cronica y aumenta la memoria vy el
aprendizaje en roedores y en pacientes con Alzheimer (Beer ef al, 1996;
Wolkowitz et al, 1999; Racchi et al, 2003). En conejos se ha observado que la
DHEA disminuye el proceso de la arterioesclerosis y se especula que este
efecto puede deberse a su conversion a estradiol y por accion de éste, al
aumento del éxido nitrico (Hayashi etal, 2000). Aunque, un estudio reciente
en células endoteliales humanas, ha mostrado que la DHEA puede regular en

forma directa la produccién de oxido nitrico (Simoncini et al 2003).
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Por otro lado, la administracion de la DHEA ha sido muy benéfica en
pacientes infectados con el virus de inmnodefiencia humana (VIH) (Piketty et
al, 2001) y con isquemia cerebral (Li ef al, 2001). Sus efectos en el sistema
nervioso central aun no son claros, pero se especula que la DHEA podria
modular los receptores neuronales o bien, podria actuar directamente como
antiglucocorticoide, regulando el sistema autoinmune (Canning et al, 2000;
Jarrar, 2001). El uso de la DHEA de forma terapéutica en lupus eritomatoso y
otras enfermedades reumdticas, ha mostrado grandes beneficios en la

sinfomatologia de las mismas (Schwartz, 2002; Chang et al, 2002).

En células gliales, la DHEA reduce la expresion de la éxido nitrico sinfasa
inducida por adiciéon de lipopolisacdridos; lo que manifiesta un efecto
anfioxidante y como consecuencia un efecto protector a las neuronas del
hipocampo en un ambiente neurotdxico inducido por glutamato, (Cardounel
et al, 1999; Wang et al, 2001). También se ha observado que la DHEA
aumenta la produccion de serotonina en casos de depresion e inhibe los
receptores al acido y-aminobutirico (GABA)(Kaassik et al, 2001; Ketan y

Sreekumaran, 2003).

Con el avance de la edad, algunas citocinas como la interleucina-6 (IL-
6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y este aumento se relaciona con la
inmunosenescencia. Aunque se ha mostrado que la DHEA inhibe la
produccion de la IL-6 en células mononucleares y disminuye la proliferacion
de las células de musculo liso, lo que sugiere un efecto anti-arteriogénico
(Straub et al, 1998; Williams et al 2002).
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En resumen, la administracion experimental de la DHEA en humanos y
en otros modelos bioldgicos, muestran que pudiera tener diferentes efectos

como se muestra en el siguiente esquema:

T Interés sexual

1 Funciones autoinmunes

T Suefio y masa muscular

1 Capacidad de memoria y aprendizaje
T Captacion de glucosa

d Problemas cardiovasculares

J Desmineralizacion dsea

J Tejido adiposo

J Masa de tumores

{ Depresion

(Schwartz, 1988; Berdanier et al, 1993; Ebeling y Koivisto, 1994; Allolio y Arlt,
2002; Celec, 2002; Ketan y Sreekumaran, 2003).

Todo lo anterior sugiere que el papel que pudiera desempenar la DHEA
por si misma es muy importante, no sélo como precursor hormonal, sino como
modulador directo dentro de las vias de senalizacion intracelular, tanto

gendmicas como No gendmicas.
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Il. El Ciclo Celular

2.1. Definicion y Caracteristicas.

El ciclo celular es una serie ordenada de procesos que permiten a la
célula crecer, duplicar su material genético, segregar en dos juegos ese
material duplicado y dividirse para dar lugar a dos células hijas (lzquierdo,
1995; Paniagua et al, 1999).

El ciclo celular de las células animales se divide en cuatro fases.
Después de la mitosis la célula ingresa a la fase Gi1, durante la cual la célula
es metabdlicamente muy activa, aumenta de tamano, pero no hay sintesis
del ADN. La célula prosigue a la fase § (sintesis), durante la cual se duplica el
ADN. En seguida de ocurrida la duplicacion del ADN, la célula prosigue a la
fase Gz, en la que la célula se prepara para entrar en la fase de mitosis y
posteriormente dividirse en dos células hijas (Murray y Hunt, 1993; Izquierdo,
1995)(Fig. 5).

Existe una fase llamada Go, en la cual las células entran en un estado
quiescente y no se reproducen, como sucede en las células nerviosas y en los

cardiomiocitos.

Go

Mitosis

G2

Fig. 5. Las fases del ciclo celular.
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2.2. Regulacién del Ciclo Celular.

La secuencia de los acontecimientos del ciclo celular estd regulada
por un sistema complejo de confrol que vigila cada uno de los pasos que
realiza la célula para completar el ciclo o llevarla a la muerte. El que la célula
complete el ciclo o no, depende de que se cumplan los requisitos en los

puntos de regulacion para continuar en la siguiente etapa.

Denfro de la regulacidon del ciclo celular existen tres puntos
especialmente importantes llamados puntos de regulacion; el primero de
ellos estd entre las fases G y S (también llamado punto de restriccion), el
segundo entre las fases G2y la mitosis y un tercero en la anafase durante la
mitosis. En estos puntos el ciclo se puede detener en caso de dano al ADN o
cuando los eventos moleculares para la fransicion a la siguiente fase no se

han completado (Izquierdo, 1995; Paniagua et al, 1999).

El sistema de regulacidon es altamente complejo e involucra varias
familias de proteinas como: las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las
ciclinas, los inhibidores de las CDKs (CDKI) y las proteinas supresoras de
tumores como la del retinoblastoma (Rb) y la p53 (Donjerkovic y Scout, 2000;
Vidal y Koff, 2000). Fig.6. Las ciclinas y las CDKs forman complejos ciclina-
cinasa que actuan fosforilando serinas y treoninas de las proteinas blanco.
Dichas fosforilaciones permiten la progresion de las células en las diferentes

fases del ciclo celular (Donjerkovic y Scout, 2000; Vidal y Koff, 2000) (Fig 6).
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Fig é. Fases del ciclo celular donde se senalan el punto de restriccion en la fase G y los
puntos de regulacién en las fases G2 y M. También se observan los sitios donde
participan los complejos Ciclina/CDK y la proteina Rb.

2.3. La proteina del Retinoblastoma (Rb).

La proteina Rb tiene un papel importante en el control de la division
celular y la entrada a la fase S en células de mamiferos y se ha demostrado
su funcidn en la supresion de tumores. La pérdida de la funcién de la Rb por
mutacion da lugar a tumores retinales invasivos y a ofras neoplasias. La Rb es
una proteina nuclear de 105-110 kD que puede ser fosforilada por los
complejos ciclina-CDK en multiples residuos de serina o treonina y en su forma

activa actia como una proteina supresora de tumores (Vidal y Koff, 2000).
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La proteina Rb activa se caracteriza por su estado hipofosforilado vy se
encuentra unida al factor de transcripcion de elongacion E2F. Esta union
favorece el reclutamiento de histonas, lo que hace mds compacta la
cromatina, evita que la maqguinaria de la transcripcidon actle. De esta
manera el E2F permite la regulacion de varios genes importantes para la fase
S del ciclo y para la duplicacion del ADN; entre esos genes se encuentran: c-
myc, ciclina D, cliclina A, ciclina E, ADN-polimerasa, Cdk2, Cdc2, Cdc25 vy el
anfigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) entre otros. La
activacion de estos genes sélo se da cuando el E2F se encuentra en su forma
liore y no unido a la Rb (Donjerkovic y Scout, 2000; Vidal y Koff, 2000) (Fig. 7).

Seiales
extracelulares

p
p ®Genes blanco
> + mmmmp Sintesis de
P proteinas

de fase S

Rb activa
Rb inactiva

Fig.7. Relacion entre la proteina Rb y el factor de transcripcion
E2F para la continuidad del ciclo celular.
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El estado de fosforilacion de la Rb es importante para la activacion del
E2F, la forma hipofosforiada de la Rb o forma activa (unida al E2F) actua
como un inhibidor de la proliferacion celular. En las células que se encuentran
en las fases Go y en G temprana, la Rb se encuentra activa. A la mitad de
G1, la Rb es fosforiada por los complejos ciclina-CDK y gradualmente
pasando a su forma inactiva, lo cual permite la fransicion de la fase G a la
fase S; al final de la fase M, la Rb es desfosforilada por proteinas fosfatasas
PP1 y se mantiene asi hasta ser nuevamente fosforilada al inicio del siguiente
ciclo (Green, 1989; Goodrich ef al. 1991; Hinds et al, 1992) (Fig. 8).

KA ciclina D

(&

ciclina E

Fig.8 Estados de fosforilacion de la proteina Rb durante las fases del ciclo celular.
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2.4. La proteina p53.

La proteina p53, es un potente inhibidor del crecimiento celular de 53
kD; la funcidon es altamente controlada durante el crecimiento celular normal
por diferentes mecanismos moleculares, que involucran su regulacion, su
transcripcion, su translacion, su estabilidad, su localizacion y su actividad. La
induccion de la funcion de la p53 se da en respuesta a muchas formas de
estrés por mecanismos post-transcripcionales que permiten su estabilizacion y
activacion (Ryan et al, 2001).

El mecanismo de accidn de la p53 es complejo ya que se le conocen
por lo menos dos funciones; por una parte, es un factor de la transcripcion y
por ofra, puede interrumpir el ciclo celular en la fase Gi si el ADN se
encuentra danado. Las células que carecen de la p53, la tienen danada, o
inactiva no se detienen en la fase G y prosiguen el ciclo sin haber reparado
las lesiones gendmicas; de este modo la p53 actia como factor de
transcripcion para moléculas que funcionan como inhibidores de la
proliferacion, como la proteina p21. Sin embargo, si los danos al ADN son muy
graves, la p53 es capaz de inducir la senalizacidon para que el dano no
prosiga e induce apoptosis. Por todo lo anterior, se le considera una proteina
supresora de tumores capaz de interrumpir la proliferacion celular gracias a
las interacciones especificas que tiene con genes que controlan el ciclo
celular vy la apoptosis (Hemerking y Eick, 1994; Izquierdo, 1995; Vousden,
2000). La p53 es regulada por la proteina MDM2, la cual inhibe su
transcripcion y la tfransporta del ndcleo al citoplasma para su ubiquitinacion y
degradacion en el proteosoma. Cuando la actividad de la p53 aumenta se
induce la expresion de la MDM2 vy la pérdida de este regulador es letal para
la célula (Ryan et al, 2001; Vousden, 2000) (Fig. 9).
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2.5. La proteina p21.

La proteina p21 de 21 kD, también llamada Cip 1 o Wafl, pertenece a
la familia de los CDKI y tiene un importante papel para inducir una
interrupcion del ciclo celular cuando se produce dano en el ADN, previo a la
fase S e inhibe la formacion de los complejos ciclinas-CDKs. De esta forma si el
ADN se dana antes de la fase S, un incremento en la expresion de la p21
bloguea la progresion del ciclo y, al igual que la proteina p27 (otfro miembro
de la familia de los CDKI, impide la fosforilacion de la proteina Rb por los

complejos ciclina-CDK (Donjerkovic y Scout, 2000) (Fig. 9).

La expresion de la p21 estd regulada por la activacion de la p53; sin
embargo, su produccion puede ser independiente de ella (El-Deiry, 1993;
Donjerkovic y Scout, 2000). Estudios recientes han mostrado que ademds de
ser un inhibidor, la p21 también actia como una proteina estructural del
complejo ciclina D-CDK4/CDKé (Cheng, 1999) y puede inhibir directamente la
duplicacion del ADN interactuando con el PCNA e inhibiendo la actividad de
la ADN- polimerasa & (Waga, 1994). Ademds, la proteina p27 (otro CDKI),
puede estar involucrada en el control del punto de restriccidon, pues se
expresa en células quiescentes cuando comienza la proliferacion, y existe
una relacion entre el aumento de la expresion de la p27 con la detencion

del ciclo celular de la fase G y la salida a Go.

Efecto de la Dehidroepiandrosterona (DHEA), sobre la expresion de las proteinas que regulan el ciclo celular.... 19
Estrella Zapata Gomez



Estimulo o
Daifo al ADN

/ PRl
P + MDM2
-— Activacién
p21 @ de caspasas
/ p53 activa

'

Rb activa

p53 Inestable
MDM e e inactiva

|

APOPTOSIS

Paro
del
Ciclo
en G1

Fig.9. Mecanismo de accién de las proteinas p53 y p21, mostrando su relacién con la

proteina Rb.
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2.6 La DHEA Yy el Ciclo Celular.

Existen estudios en diferentes modelos experimentales donde se
relaciona la administracion de la DHEA con al ciclo celular y se ha
encontrado que la DHEA actia como un antficancerigeno (Rao et al. 1999;
Rais et al. 1999), al detener tempranamente el ciclo celular y evitar la
proliferacion de las células cancerosas. Ademdads, se ha enconfrado que la
DHEA disminuye Ila proliferacion de preadipocitos estimulando su
diferenciacion (Mclntosh et al, 1999); y que la DHEA regula el ciclo celular al
disminuir la proliferacion de las células tumorales de colon y reducir su
crecimiento e inmortalizacion (Schultz et al, 1992). Disminuye la expresion de
las proteinas p53 y p34cde?, y junto con el dcido mevaldnico, detiene el ciclo
celular en la fase G1. Yao y col. (2001) mencionan que la DHEA tiene un
efecto antitumoral al bloquear el cambio de fase G1 a S por via Ca**-
DG(diacil glicerol)-PCK (proteina cinasa C). La DHEA favorece la apoptosis
en la atrofia del timo (Wang et al, 1997). Se han hecho multiples estudios con
este andrégeno para el tfratamiento de varios tipos de cdncer y otras
patologias, donde la proliferacion celular es un factor importante en el
desarrollo de las mismas (Shealy, 1995; Schwartz et al, 1988; Ebeling y Koivisto,
1994; Oner et al, 1998; Kroboth et a,. 1999; Rais ef al, 1999; Rao et al, 1999;
Yoshida et al, 2003).
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lll. El Endotelio

3.1. Caracteristicas

Las células endoteliales (CEs) forman una capa continua de células
poliedricas que recubre la superficie luminal de los vasos sanguineos
(arteriales 'y venosos), vasos linfaticos, cavidades cardiacas, cuerpos
cavernosos y la cdmara anterior del ojo. Las CEs se orientan en sentido del
flujo sanguineo y es, la estructura del organismo, que hasta hace veinte anos
se consideraba un recubrimiento pasivo que sélo permitia el paso de
moléculas al interior de los tejidos vecinos. En las Ultimas dos décadas se han
estudiado las CEs de humanos en corddn umbilical, vellosidades sinoviales,
prepucio, placentq, y tejido adiposo de mama y de abdomen, en donde se
ha observado que tienen una gran actividad en procesos de embriogénesis,
histogénesis, organogénesis, cicatrizacion, angiogénesis, tumogénesis vy
metdstasis (Michiels, 2003).

El recubrimiento endotelial tiene funciones vasoconstrictoras vy
vasodilatadoras, procoagulantes y anticoagulantes, pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias, regula la angiogénesis y participa activamente en la respuesta
inflamatoria e inmune (Pober, 1988). EI endotelio interviene en todos los
procesos fisioldgicos y patoldgicos del organismo, sintetiza una gran cantidad
de moléculas como neurotransmisores, citocinas, factores de crecimiento,
moléculas de adhesion y receptores de membrana. Controla el intercambio
de metabolitos entre el torrente sanguineo v los tejidos, y participa en ciertas
respuestas bioldgicas que se presentan en una gran canfidad de
padecimientos (Michiels, 2003). Debido a ello, constituyen un excelente

modelo in vifro para estudiar la respuesta celular frente al efecto de factores
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externos que participan en la regulaciéon negativa y positiva en el desarrollo

de varias enfermedades.

3.2. La DHEA y Endotelio.

Poco se sabe sobre el efecto que tiene la DHEA sobre células
endoteliales, estudios recientes se enfocan en las diferentes funciones que
éstas tienen en la homeostasis vascular. Se ha encontrado que la DHEA
puede tener un efecto en el endotelio como un antfioxidante y como un anti-
arteriosclerético. Mohan 'y Benghuzzi (1997) demostraron que la
administracion de la DHEA tiene un efecto antiproliferativo en células
endoteliales disminuyendo la proliferacion en un 50 %. Contrario a ésto,
Williams y col. (2004) recientemente encontraron que la DHEA incrementa la
proliferacion en dos diferentes lineas celulares de endotelio, mencionando

gue su acciéon es independiente de receptores a androgenos y estrogenos.
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Justlficacion

Las enfermedades cardiovasculares en la poblacidn mexicana tienen
el segundo lugar en el indice de mortalidad, por lo que es importante que se
realicen investigaciones que permitan generar tratamientos contra éstas.
Estudios previos han demostrado que la DHEA tiene un efecto protector en el

desarrollo de varias enfermedades, entre ellas la arterioesclerosis.

Se postula que la proteccion que se le atribuye a la DHEA sobre la
arterioesclerosis, puede deberse a una disminucion en la proliferacion de las
células endoteliales, las cuales sufren disfuncion durante el desarrollo de la
placa ateromatosa. Existe mucha contfroversia en las dosis de |la DHEA
empleadas en humanos con fines terapéuticos y preventivos, asi como en su
mecanismo de accidon. Por lo que en este trabagjo, se estudid el efecto de
diferentes dosis de la DHEA en la proliferacion, el ciclo celular y la muerte de
las células endoteliales de corddn umbilical humano (HUVECs), con la
finalidad de determinar alguno de sus posibles mecanismos en la proteccion

contra la arteriosclerosis.
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Hipotesis

Si la DHEA es capaz de inhibir la proliferacion de un cultivo primario de
las células endoteliales, entonces posiblemente se observard la detencion de
su ciclo celular, ocasionado por aumento en la expresion de las proteinas p53

y p21, una modificacion en la fosforilacidon de la proteina Rb y apoptosis.

Objetivo General

Determinar si el efecto antiproliferativo de la DHEA sobre cultivos
primarios de células endoteliales de vena de cordon umbilical humano
(HUVEC) estd asociado a la modificacion en la expresion de las proteinas que
regulan el ciclo celular, como las proteinas P53 y p21, a el estado de

fosforilacion de la proteina Rb y a la apoptosis.
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Objetivos Particulares

1. Determinar la concentracion de la DHEA para inhibir en un 50% la

proliferacion celular y su reversibilidad.

2. Evaluar si dos de los derivados de la DHEA como la testosterona y el
estradiol tienen el mismo efecto sobre la proliferacion.

3. Determinar si la DHEA es capaz de inhibir la sintesis del ADN, alterando
la proporcion de células que se encuentran en cada fase del ciclo

celular.

4. Evaluar sila DHEA modifica el estado de fosforilacion de la proteina Rb.

5. Cuantificar la expresion del ARNm de las proteinas p53 y p21 basal y
tratadas con la DHEA.

6. Determinar si el efecto de la DHEA se asocia a muerte celular

apoptdtica.
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Material y Métodos

Las células endoteliales tienen importancia en la fisiologia y patologia
de la red vascular. Una forma de obtenerlas de manera accesible es de la
vena de cordones umbilicales humanos (HUVECs) en donde su funcion
termina al momento del nacimiento. El uso de las HUVECs como un modelo
experimental proporciona varias ventajas como: a) la semejanza funcional
con las células endoteliales de adultos, b) son de un tejido que termina su
funcidn en el momento del nacimiento, por lo que se pueden obtener
facimente, ¢) se pueden manejar y subcultivar para obtener una alta
cantidad de células, d) no presentan procesos de arterioesclerosis por tanto
es un modelo muy cercano al fisioldgico normal, permitiendo observar los

efectos de diversas sustancias.
1. Obtencioén y caracterizacion de las HUVECs.

Las células endoteliales se obtuvieron de cordones umbilicales
humanos de partos eutdcicos o cesdreas de sujetos sanos por el método de
Gimbrone y col. (1974). Los cordones fueron proporcionados por el
departamento de ginecostetricia del Hospital General de Zona de Troncoso
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), se colectaron en solucion
salina con Hepes (NaCl, 150 mM; KCI, 4mM; Hepes, 10mM; glucosa, 20 mM).
La vena umbilical fue prefundida con colagenasa fipo Il (Gibco) al 0.02%
(p/v) en solucion de Hepes durante 20 min a 37°C y la colagenaza fue
neutralizada con 500ul de suero fetal de bovino (SFB) (Sigma). Las células se
recuperaron por centrifugacion a 1200 rom por 3 min vy el botdn celular fue

sembrado de acuerdo con las condiciones de cultivo celular.
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Las células endoteliales se caracterizaron con base en su morfologia
tipica, la cual asemeja a un conjunto de adoquines cuando las células estan
confluentes y por su capacidad de producir el factor Von Willebrand, el cual
fue detectado por inmunocitoquimica. Se sembraron 10 x 103 células en un
cubreobjetos en presencia de Medio 199 durante 24 h. Las células ya
adheridas al cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido (Sigma) al 4%
(p/v) en una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (Na2HPO4, 0.015M;
NaH2PO4-H2O, 0.015M; NaCl, 0.15M, pH 7.4) durante 10 min, después de los
cuales se lavaron con PBS. Las preparaciones se lavaron con una solucion
blogueadora de albUumina sérica bovina, BSA (Sigma) al 0.1% (p/v) en PBS
durante 15 min a temperatura ambiente. Después se hizo una primera
incubacién durante 45 min con el anticuerpo anti-von Willebrand humano
desarrollado en conejo, fracciéon IgG (Sigma) en dilucion 1:100 BSA 0.1% (p/V)
en PBS. Posteriormente las preparaciones se lavaron con PBS y se utilizd un
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado con rodamina (Sigma) en una
dilucion 1:200 BSA en PBS 0.1 % (p/v) para revelar la presencia del anticuerpo
primario, incubando durante 45 min. Posteriormente |las preparaciones se
lavaron con PBS y se observaron en el microscopio de fluorescencia con filtro

para rodamina, haciendo 4 conteos de 100 células en 3 campos diferentes.
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2. Condiciones del Cultivo Celular.

Las células se mantuvieron en medio de cultivo M199 (Gibco)
suplementado con glutamina al 1% (p/v), 30 ug/ml de factor de crecimiento
endotelial, 5 U/ml de heparina, antibidtico al 1% (penicilina sédica 100 U/ml,
estreptomicina 0.1mg/l, anfotericina B 2.5 ug/ml) y SFB al 15% (v/v). Los
cultivos permanecieron en incubacion a 37°C, con una humedad relativa del
95% y una atmodsfera de CO, al 7% hasta que llegaran a confluencia. La
propagacion celular se realizd cuando las células se encontraron
confluentes: Se despegaron con una solucion de tripsina al 0.5% (P/V)-EDTA
(ImM) a 37°C, durante 2-3 min a temperatura ambiente. Las células se
recuperaron al centrifugarse a 1200 rom durante 3 min y el botdn celular se
resembrd en 1-2 botellas de 75 cm?2 con medio M199. Para los ensayos se

utilizaron células entre el 2° y 4° pase.

3. Sincronizacion Celular

Para la obtencion de células en el mismo estadio del ciclo celular se
procedid a sincronizarlas, es decir que la mayor parte de las células
estuvieran en la misma fase del ciclo celular. Las células se mantuvieron en
100% de confluencia durante 48 h sin cambio de medio. Después se

despegaron con fripsina y se resembraron con medio fresco.
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4. Proliferacion Celular (cristal violeta)

Para determinar la concentracion de la DHEA (Sigma) que inhibe la
proliferacion de las HUVECs, se empled la técnica de incorporacion del
colorante cristal violeta a los nucleos celulares. Esta técnica consistio en
sembrar 1 x 103 células/pozo en placas de 96 pozos, las cuales se trataron con
diferentes concentraciones de la DHEA y de la DHEA-S (Sigma) (0.001, 0.01,
0.1, 1, 10 y 100 uM), usando como vehiculo etanol, durante 72 h.
Posteriormente las células se fijaron durante 10 min con glutaraldehido
(Sigma) al 1.1% (p/v), se lavaron con agua desionizada y bidestilada y se
secaron al aire; se anadieron 50 ul/pozo del colorante cristal violeta al 0.1%
(p/v) en solucidn amortiguadora de dacido formico pH 6.0 y se mantuvieron
durante 10 min en agitacion constante. Después de la tincion se realizd un
lavado exhaustivo con agua para retirar el colorante no asimilado y se dejo
secar a temperatura ambiente. Para destenir a las células se anadieron 50
ul/pozo de dacido acético al 10% (v/v) durante 20 min a temperatura
ambiente. La incorporacion del cristal violeta por los nucleos celulares se
midid mediante la determinacién de la absorbancia en un lector de placas
para ELISA (Bio-Tek Instruments) a una longitud de onda de 595 nm. Los
resulfados obtenidos se graficaron como porcentaje de proliferacion con

respecto al control (células sdlo con el vehiculo).
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5. La sintesis del ADN (incorporacién de la timidina tritiada).

Para evaluar la sintesis del ADN, se utilizd la técnica de incorporacion
de timidina ftriticda (New England Nuclear) donde, la timidina lleva una
marca radiactiva de tritio (86.50 Ci/mmol). La timidina se incorpora cuando
ocurre la sintesis de ADN y permite estimar la cantidad del ADN que se estd
sinfetizando en un momento dado. Se sembraron 5 x 104 células/pozo en
placa de 24 pozos, con 1 ml de medio de cultivo y se frataron con diferentes
concentraciones de la DHEA y la DHEA-S (1, 10 y 100 uM) durante 24 h. Seis
horas antes de este tiempo se adiciond 0.1 uCi/ml de timidina tritiada a cada
pozo. Al cumplirse las 24 h de cultivo, el medio de cultivo se retird y las células
se lavaron con PBS, se fijaron con una solucion de metanol al 95% (v/v) en
PBS durante 10 minutos, se lavaron 3 veces con PBS para eliminar los residuos
de timidina tritiada que no fue incorporada. Para lisar a las células se agregd
a cada pozo 500 ul de NaOH 200 mM, el lisado se resuspendio y se fransfirid a
viales con 3 ml de liquido de centelleo (Beckman). La radioactividad fue
leida como cuentas por minuto (cpm) en un contador de centelleo liquido
(Packard, 2200 CA).

6. Proliferacion con los derivados de la DHEA

Para determinar si el efecto de la DHEA no era debido a su
biotransformacion a un derivado posterior, se realizaron experimentos de
proliferacion en presencia de diferentes concentraciones de la testosterona y
del estradiol. Se sembraron 3 x 10 3 células/pozo en placas de 96 pozos y se
cultivaron en presencia de 0.1, 1, 10 y 100 uM de la testosterona y de 0.001,
0.01, 0.1 y 1 yM del estradiol. La proliferacion se evalud por la técnica de
cristal violeta. Todos los experimentos de proliferacion se realizaron por

quintuplicado y 3 repeticiones de manera independiente.
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7. Viabilidad Celular.

Para determinar la viabilidad celular se utilizd la prueba de exclusion al
azul tripano, para el cual se sembraron 2 x 105 células/pozo en placas de 6
pozos y se trataron con 100 uM de la DHEA por 24, 48 y 72 h. Como control
negativo se usaron células con vehiculo. Después de cada tiempo de
incubacioén las células se despegaron con una solucidon de ftripsina 0.5%
(P/V)-EDTA (1ImM) durante 2-3 min a temperatura ambiente, se centrifugaron
y se tineron con una solucién 1:10 de azul tripano al 0.4 % (p/v) (Sigma), se
observaron al microscopio y se contaron las células tenidas (muertas) y las
células sin tenir (vivas) en cuatro campos diferentes y se calculd el porcentaje

de viabilidad con la siguiente formula:

% de viabilidad = [(No. células Muertas / No. células vivas) x 100]

8. Reversibilidad.

Para determinar si el efecto de la DHEA es reversible, se hizo un
experimento donde se sembraron 3 x 103 células/pozo en placas de 96
pozos, se estimularon con 100 uM de la DHEA y se incubaron por 3, 6, 24y 72
h. Al final de cada tiempo se retiré el medio y se anadié medio nuevo sin la

DHEA. La proliferacion se evalud alas 72 h por la técnica del cristal violeta.
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9. Fases del ciclo celular (citometria de flujo).

Para determinar la proporcion de células presentes en cada fase del
ciclo celular, se utilizaron células endoteliales sincronicas, y se evalud el
porcentaje de células para cada fase del ciclo celular. Se sembraron 5 x 105
células/pozo en placas de 6 pozos con 2 ml de medio, se cultivaron con 100
uM de la DHEA durante 30 h. Después de este fiempo las células se
despegaron con solucion de tripsina 0.5% (P/V)-EDTA (1mM), durante 2-3 min
a temperatura ambiente preparada en solucidn amortiguadora de citratos
(citrato de sodio 3.4 mM, pH 7, tritdn X-100 0.1% (v/v), espermina 0.5 mg/ml y
Tris 0.5 mM, pH 7). Después se incubd a temperatura ambiente por 10 min
mezclando ocasionalmente. Se adiciond 750 pl de una solucidon conteniendo
un inhibidor de proteasas y RNAasa (Sigma) (50 ug/ml), se incubd en hielo por
10 min, Los nucleos fueron tenidos con 750 ul de loduro de propidio (4 pg/ml)
por 2 min e inmediatamente se hizo el andlisis del ADN nuclear en un

citdmetro de flujo con el programa Modift (Becton Dickinson Facscalibur).
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10. Fosforilacion de la proteina Rb (Western blot).

El andlisis del estado de fosforilacion de la proteina Rb se determind por
Westernblot. Se sembraron 1.5 x 10 ¢ células sincronicas en cajas de Petriy se
les agregaron 100 uM de la DHEA , se incubaron posteriormente por 30 h, se
lavaron con solucion de TBS (Tris, NaCl y KCI pH 8) y se lisaron con 350 ul por
caja con solucion de lisis (Tris pH7, NaCl, NP-40, NaF, vanadato de sodio e
inhibidores de proteasas: Leupeptina (10 mg/ml), Aprotinina (10 mg/ml), PMSF
(fenilmetil sulfonilfluoruro, 1.74 mg/ml en isopropanol) durante 20 min a 4°C. El
lisado se centrifugd a 14 000 rom durante 5 min y la proteina total se
cuantificd por el método de Bradford (Bio-Rad). Posteriormente 150 ug de
proteina total fue separada por electroforesis en un gel de acrilamida al 7.5 %
(p/v), el cual se transfirid a una membrana de nitrocelulos. La membrana fue
blogueada con una solucidon de TBS-Tween (0.1%) con 5% de leche
descremada, con la finalidad de evitar interacciones inespecificas de los
anticuerpos con la membrana. Posteriormente fue incubada con el
anficuerpo anti-Rb (sc-102, Santa Cruz, Biotechnology), en una diluciéon de
1:500. El segundo anticuerpo fue anti-lIgG de ratdn acoplado a peroxidasa
(31430, Pierce) en una dilucidn 1:5000, el cual fue revelado usando un
estuche comercial Supersignal, Pierce. Las bandas obtenidas fueron
analizadas en un densitdmetro Ultroscan XL(LKB), utilizando el programa
GelScanXL 2.1 (Pharmacia).
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11. Expresion de las proteinas p53 y p21 (RT-PCR).

La expresion de los ARNm que codifican para las proteinas p53 y p21
fue realizada por la técnica de transcripcidon reversa - reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR). Se sembraron en cajas de Pefri 5 x 105 células
sincroénicas, se incubaron con 100 uM de la DHEA y se mantuvieron en cultivo
por 30 h. Posteriormente sin despegar a las células se obtuvo el ARN total
lisando a las células con 500 ul de Trizol (Gibco) por caja. Las células se
colectaron en un tubo de 1.5 ml, se agregaron 100 ul de cloroformo vy se
mezcld vigorosamente durante 15 seg, dejando reposar 3 min a temperatura
ambiente vy se centrifugd a 12 000 rom por 20 min a 4°C. La fase acuosa fue
colectada en ofro tubo y se le adicionaron 250 ul de isopropanol para
precipitar el ARN total. La suspension se dejd reposar por 10 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12 000 rom por 10 min a 4° C. H
sobrenadante se removio y el boton del ARN se lavo con 500 ul de etanol al
75% (v/v) en agua tratada con DEPC 0.1%(v/v) (dietilpirocarbonato; inhibidor
de las ARNasas) y se centrifugd a 7500 rom por 5 min a 40 C; el sobrenadante

se retird y el botdn fue resuspendido en 22 ul de agua-DEPC.
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Para la reaccion de RT se utilizd 1 ug de ARN al cual se le adiciond 1 l
de oligo DT, 4 ul de Buffer (5x) y 10 ul de agua-DEPC, la mezcla se incubd a
70° C por 10 min seguido por un minuto a 4° C, después se le agregd 2 pl 0.1
M de ditiotreitol (DTT), 1 yl de una mezcla de desoxinucledtidos (ANTP) y 1 pul
de Transcriptasa Reversa 200 U/ml (Gibco). La mezcla se incubd a 42° C por
50 min y posteriormente a 70° C por 15 min. El cDNA resultante fue
amplificado por PCR. Los oligonucledtidos utilizados para la proteina p21
fueron: sentido ) ACCCTCTCATGCTCCAGGT 3, antisentido
5'CCTTGITCCGCTGCTAATCA3" y para la proteina p53: sentido
5'ACATCTGGCCITGAAACCSI’, antisentido 5 TGACCCAGAGCGAAACAA 3'.
Como control de normalizacion se utilizd el gen constitutivo de la ciclofilina y
los oligonucledtidos fueron: sentido 5 CCCCACCGIGITCTTCGACAT 3',
antisentido 5 TCCAGGAATGGCAAGACCAG 3'. Las condiciones del PCR
fueron las mismas para las tfres moléculas. La desnaturalizacion se realizd a 95°
durante 45 s, el alineamiento a 54° C por 45 s y la elongacion a 72° C por 1
min. La amplificacion se realizd durante 30 ciclos utilizando 0.5 pyl de Ampli
Tag DNA polimerasa. Los productos del PCR fueron de 570 pb para la
ciclofilina, 351 para la p53 y 335 pb para la p21, los cuales fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (p/v), tenidos con
bromuro de etidio y visualizados en un fransluminador. Las bandas obtenidas
fueron analizadas con un densitdbmetro Ultroscan XL(LKB), ufilizando el

programa GelScanXL 2.1 (Pharmacia).
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12. Muerte Celular (citometria de flujo y Western blot).

Para determinar si la DHEA lleva a las HUVECs a un proceso de
apoptosis se hicieron dos diferentes pruebas; una para procesos apoptoticos
tempranos por determinacion de la exposicion de la fosfatidilserina (FS) en la
membrana extracelular, usando la Anexina-V marcada con fluoresceina, y
otra para procesos apoptdticos tardios evaluando el rompimiento de la
proteina poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) mediante la activacion de la
caspasa-3. Para la primera prueba se sembraron 5 x 10 5 células/pozo en
placas de 6 pozos con 2 ml de medio de cultivo, se incubaron con 100 uM de
la DHEA por 30 h. Después se lavaron con PBS y se despegaron con tripsina
0.5% (P/V)-EDTA (1mM), las células se centrifugaron a 1200 rom por 3 min, el
botdn se lavdé nuevamente con PBS y posteriormente se procesaron las
células de acuerdo con el protocolo del estuche comercial para Anexina-V-
Fluoresceina (Roche), resuspendiendo el botdn celular en 100 ul de solucion
de Anexina-V (20 ul de Anexina-V- Fluoresceina en 1 ml de Hepes (10 mM
Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCly), la cual se completd con 20
ul de solucion de loduro de Propidio (50 pg/ml) y se incubd a temperatura
ambiente por 20 min. Como control negativo se usd un cultivo sin la DHEA, y
como conftrol positivo, células expuestas con luz ultravioleta por 5 min para
inducir la exposicion de la FS en la membrana. Después de la incubacion se
analizaron 10 x 103 eventos celulares en un citbmetro de flujo con el

programa Modift (Becton Dickinson Facscalibur).
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Para la prueba del rompimiento de la proteina PARP se sembraron 5 x
105 células/pozo en placas de 6 pozos. Se utilizaron células sin DHEA como
control negativo y tfratadas con 100 uM de la DHEA durante 24, 48 y 72 h.
Después se lavaron con PBS vy se lisaron las células con buffer de lisis (62.5 mM
Tris, pH 6.8, 6 M urea, 10% glicerol, 2% de SDS, 0.003% (p/v) de azul de
bromofenol, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol) para obtener la proteina total.
Como control positivo se utilizaron células tratadas con luz U.V. por 10 min
para inducir la activacion de las caspasas que rompen a la proteina PARP, en
este caso la proteina se obtuvo a las 12 h. Para el andlisis por Werstern blof,
150 ug de proteina total se separaron en un gel de acrilamida SDS-PAGE al
10%, la proteina se transfiid a una membrana de nitrocelulosa (Hybond
Amersham) de 0.22 uM durante 8 h a 22 V en buffer de transferencia (Tris 25
MM, glicina 192 mM, 20% metanol). Para eliminar la unién inespecifica de las
proteinas, la membrana se incubd con una solucion bloqueadora (5% leche
descremada, 0.1% (p/v) de Tween 20 en PBS) durante 1 h, se lavd con PBS y
se incubd toda la noche con el anticuerpo anti-PARP (IgG monoclonal anti-
PARP, Inmunogen) en una dilucion 1:10 000 en PBS, después de la incubacion
se lavd con PBS y se incubd con el segundo anticuerpo (anti-lgG de ratéon
acoplado con peroxidasa, Sigma) en una dilucidon 1: 2500 por 30 min. La
membrana se lavd con PBS y la PARP se detectd por quimioluminiscencia

usando el estuche comercial para el sustrato de Supersignal, Pierce.

Andlisis Estadistico.

El andlisis estadistico de los resultados se realizdé con la prueba “t” de

Student con una p<0.05 de significancia.
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R esultados

1. Caracterizacion Celular

Para determinar la pureza de los cultivos obtenidos, se evalud el
porcentaje de células endoteliales obtenidas, se realizd una prueba
inmunohistoquimica y se detectd la presencia del factor Von Willebrand
(glycoproteina, sintetizada por las células endoteliales; Lip y Blann, 1997). Los
resultados mostraron que mas del 99.9% de las células obtenidas resultaron
positivas a la tincion, lo que indicd una alta pureza en los cultivos de células

endoteliales de este trabagjo.

2. Viabilidad y proliferacién celular.

Con la finalidad de determinar si la DHEA era toxica para las células, se
evalud la viabilidad por exclusidn al azul tripano. Los resultados mostraron que
la administracion de la DHEA no resultd téxica para las HUVECs en ninguna de
las concentraciones utilizadas, debido a que se observd un 99.5% de
viabilidad en comparacion al 100% de las células sin la DHEA.

Para analizar el efecto de la administracion de la DHEA de diferentes
concenftraciones sobre la proliferacion de las HUVEC, éstas se cultivaron con
concenftraciones fisioldgicas (0.001, 0.01, 0.1 uM) y suprafisioldgicas (1, 10y
100 uM) vy la proliferacion fue evaluada por tincion con cristal violeta y se
compard con las células confrol. Los resultados obtenidos mostraron un
efecto antiproliferativo de manera dosis-dependiente con una inhibicion del

50% a 100 uM, por lo que en todos los experimentos posteriores se utilizd a
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una concentracion de 100 uM. Este efecto antiproliferativo no se observd en

células tratadas con la DHEA-S a las mismas concentraciones (Fig. 1).
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Fig. 1. Curva dosis-respuesta que muestra el porcentaje de proliferacion de las HUVECs en
presencia de concentraciones crecientes de la DHEA y de la DHEA-S. La evaluacion se
realizé por tincién nuclear con cristal violeta a las 72 h y se consideré al control como el 100%
de proliferacién (HUVECs sin DHEA y sin DHEA-S). La grdfica muestra los valores promedio
con su desviacion estandar y los asteriscos representan una diferencia estadisticamente
significativa (n = 5; p< 0.05) con respecto al control.
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3. Efecto de la DHEA en la sintesis del ADN.

Para determinar si el efecto inhibidor de la DHEA ocasiona una
disminucion en la sintesis del ADN, las HUVECs se incubaron con diferentes
concentraciones de la DHEA y la DHEAS, y la cantidad del ADN se determind

midiendo la incorporacion de la timidina fritiada a las 24 h.

Los resultados obtenidos muestran que la DHEA inhibe la incorporacion
de timidina triticda de manera dosis-dependiente, y se observd una
disminucion en la incorporacion del 40% con la concentracion de 100 uM. De
la misma forma, que en el resultado anterior evaluado por cristal violeta, la
forma sulfatada no presentd el mismo efecto que la molécula libre (Fig.2), por

tal mofivo ya no se Ulilizd en los experimentos subsecuentes.
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Fig.2. Curva dosis-respuesta que muestra el porcentaje de incorporacion de timidina tritiada
de las HUVECs en presenciade 1, 10 y 100 uM de la DHEA y de la DHEA-S. La evaluacion se
realizé por incorporacion de timidina tritiada (1uCi/ml) a las 24 h y se consideré al control
como el 100% (HUVECs sin DHEA). Se muestran los valores promedio con su desviacion
estadndar y el asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa (n=5; p<0.05)
con respecto al control.
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4. Efecto de algunos derivados de la DHEA en la proliferacion celular.

Debido a que la DHEA es considerada una pre-hormona que puede
dar lugar a compuestos como la testosterona y el estradiol, se procedid a
determinar si el efecto antiproliferativo de la DHEA es debido a la accion de
esta molécula o a estos derivados. Por lo tanto, las HUVECs se frataron con
dos concentraciones fisiologicas del estradiol (0.001 y 0.01 uM) y de la
testosterona (0.1 y 1.0 yM) y con dos suprafisioldgicas de cada una, 0.1, y 1
UM para el estradiol y 10 y 100 1 yM para la testosterona. La proliferacion

celular fue evaluada por tincion con cristal violeta a las 72h.

Los resultados obtenidos muestran que el estradiol a concentraciones
fisiologicas induce la proliferacion de las HUVECs hasta del 40%; sin embargo,
la testosterona a concentraciones fisioldgicas no tuvo ningun efecto
inhibitorio  significativo sobre la proliferaciéon; lo mismo se observd en las
concentraciones suprdafisioldgicas del estradiol, no obstante, la grdfica
muestra un efecto inhibitorio con las dos concentraciones suprafisioldgicas de
la testosterona; sin embargo, en este caso se observd una baja viabilidad

(<50%) de las HUVECs, en estas mismas concentraciones (Fig. 3).
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Fig. 3. Curva dosis-respuesta que muestra el porcentaje de proliferacion de las HUVECs en
presencia de 0.001, 0.01, 0.1, y 1 yM del estradiol y de 0.1, 1 10 y 100 uM de la testosterona. La
evaluacion se realizé por tincién nuclear con cristal violeta a las 72 h y se consideré al control
como el 100% de proliferacion (HUVECs sin testosterona y sin estradiol). Se muestran los
valores promedio con su desviacion estdndar y los asteriscos representan una diferencia
estadisticamente significativa (n=5; p< 0.05) con respecto al control.
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5. Efecto de la DHEA con respecto al tiempo.

Una vez determinada la concentracion de la DHEA en la cual se
presenta un efecto antiproliferativo, se procedié a realizar un experimento
para observar la duracion del efecto de la DHEA en funcidon del tiempo de
exposicion y saber si era fiempo-dependiente. Las HUVECs fueron incubadas
durante 24, 48 y 72 h con 100 yM de la DHEA, al término de cada tiempo la
DHEA fue retfirada vy la proliferacion evaluada. El porcentaje de proliferacion
se cuantificd por tincidn con cristal violeta y el resultado se compard con

respecto alas células control para cada tiempo.

Los resultados obtenidos muestran que el efecto antiproliferativo de la
DHEA en las HUVECs, no solamente se mantiene, sino que aumenta con
respecto al fiempo de exposicion a la DHEA. Se observd que el efecto de
inhibicion fue mayor con respecto al tiempo, ya que a las 24 h de exposicion
fue del 15%, a las 48 fue del 35 % y alas 72 h fue del 50% (Fig.4).
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Fig. 4. Curva dosis-respuesta que muestra el porcentaje de proliferacion de las HUVECs en
presencia de 100 yuM de la DHEA. La proliferaciéon se evalué por tincién nuclear con cristal
violeta a las 24, 48 y 72 h, y se consideré al control como el 100% de proliferacion (HUVECs
sin DHEA). Se muestran los valores promedio con su desviaciéon estandar y los asteriscos
representan una diferencia estadisticamente significativa (n=5; p< 0.05) con respecto al
control.
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6. Reversibilidad.

Se ha observado que el efecto inhibitorio de algunas sustancias sobre
la proliferacion se pierde al momento de que éstas sustancias son retiradas;
debido a ésto y con la finalidad de observar si el efecto antiproliferativo de la
DHEA se mantiene a lo largo del fiempo aun retirando a la DHEA, se realizd un
ensayo de reversibilidad, donde las HUVECs se incubaron con 100 uM de la
DHEA (tiempo cero) durante 3, 6, 24, 48 y 72 h después de los cuales la DHEA
se retird. La proliferacion se evalud a las 72 h en todos los casos por medio de
tincién con cristal violeta y el resultado de las células tratadas se compard

con el de las células control para cada tiempo.

Los resultados obtenidos muestran que la DHEA a partir de las 24 h
empieza a tener un efecto inhibitorio del 20% y éste se mantiene aln después
de 48 h en ausencia de la DHEA. Este efecto se mantiene y va en aumento
mientras las HUVECs permanecen por mds tiempo expuestas con la DHEA,
observando que las células no proliferan incluso después de haberla retirado.
La inhibicion de la proliferacion llega hasta mdas del 40% a las 72 h de

exposicion (Fig 5).
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Fig.5. Efecto ireversible de la proliferacion de las HUVECs con la DHEA. Las células se
cultivaron en ausencia y en presencia de 100 uM de la DHEA durante 3, 6, 24,48y 72 h, y se
consideré al control como el 100% de proliferacién (HUVECs sin la DHEA). Después de estos
tiempos la DHEA se retiré y se adicioné medio de cultivo fresco, sin la DHEA. La proliferacion
celular se evalué por cristal violeta a las 72 h en todas las condiciones. Se muestran los
valores promedio con su desviacion estdndar y los asteriscos representan una diferencia
estadisticamente significativa (n=5; p< 0.05) con respecto al control.
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7. Efecto de la DHEA sobre la progresion del ciclo celular.

Los resultados previos demostraron que la DHEA inhibe la proliferacion
celular y la sintesis del ADN. Para determinar si estos efectos se asociaban con
cambios en la progresion del ciclo celular de las HUVECs, se realizd un
experimento donde las células se incubaron con 100 uM de la DHEA y 10
ng/ml del TNF-a(control positivo). La sintesis de ADN se evaludé por
incorporacion de timidina triticda después de 30 h. Los resultados mostraron
una disminucion en la incorporacion de timidina mayor al 50% tanto en las
células tratadas con la DHEA, como en las células tratadas con el TNF-a, en

comparacion con las células control (Tabla 1).

Al mismo tiempo, para determinar el porcentaje de células en cada
fase del ciclo, las HUVECs se incubaron con 100 uM de la DHEA y 10 ng/ml
del TNF-a, después fueron evaluadas por citometria de flujo después de 30 h
de incubacion. Los resultados mostraron que el TNF-a  provocd una
detencion del ciclo celular en la fase Gi, en comparacién con el control. De
la misma forma la DHEA indujo un aumento en el porcentaje de células que
se encuentran en la fase G1 de 88%, de manera similar a las células tratadas
con el TNF-a (Fig.é).

Efecto de la Dehidroepiandrosterona (DHEA), sobre la expresion de las proteinas que regulan el ciclo celular.... 49
Estrella Zapata Gomez



Control DHEA TNF-a
100 % 36% +7* 40% +4*

Tabla 1. Sintesis del ADN de HUVECS sincrénicas con 100 uM de la DHEA y 10 ng/ml del TNF-q..
La evaluacién se realizé por incorporacion de timidina tritiada (1uCi/ml) a las 30 h y se
consideré al control como el 100% (HUVECs sin la DHEA). Se muestran los valores promedio
con su desviacion estandar y el asterisco representa una diferencia estadisticamente
significativa (n=5; p<0.05) con respecto al control.
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Fig 6. Cantidad del ADN en HUVECs con 100 uM de la DHEA y 10 ng/ml de TNF-a. La
evaluacion se realizé por citometria de flujo, con tincidén del ADN con loduro de Propidio a
las 30 h. Se muestran los valores promedio en porcentaje de células presentes en cada fase
del ciclo celular y el asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa (n=5;
p<0.05) con respecto al control.
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8. Efecto de la DHEA en el estado de fosforilaciéon de la proteina Rb.

El estado de fosforilacion de la proteina pRb determina la progresion
del ciclo celular, ya que cuando estd hipofosforilada, se une fuertemente al
factor de transcripcion E2F, deteniendo el ciclo celular en G1, pero cuando la
Rb es fosforilada, se separa del E2F y las células progresan hacia la fase S. Por
tal motivo, se determind si la detencion del ciclo celular en la fase Gy
inducida por la DHEA se debe a cambios en el estado de fosforilacion de la
proteina Rb. Por lo tanto, las HUVECs sincréonicas fueron incubadas con 100
UM de la DHEA y con 10 ng/ml de TNF-a (control positivo) durante 30 h, al
término de este tiempo la DHEA y el TNF-a fueron retirados y la proteina total
fue extraida. La evaluacion se realizd por Western blot, utilizando un

anficuerpo contra la Rb, y se compard con las células control.

Los resultados obtenidos por Western blot senalan que el estado de
fosforilacion de la proteina Rb en las células tratadas es diferente con
respecto a las control. En las células que se encuentran en la fase Go/Gi
(control 1), la Rb se encuentra fosforilada en un 25%. Cuando las células
enfran a la fase S (conftrol 2), ésta aumenta hasta un 35 %; lo que no sucede
en presencia de la DHEA, puesto que solo se observd el 19%. Resultados
similares fueron observados con el TNF-a en donde se observa el 22% de la

forma fosforilada. (Fig.7).
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Fig 7. Efecto de la DHEA sobre el estado de fosforilacion de la proteina Rb. Se utilizaron
HUVECs sincrénicas tratadas con 100 uM de la DHEA y 10 ng/ml del TNF-a. La proteina total
se obtuvo al momento de la siembra (fase GO/G1, control 1) y a las 30 h cuando las células
se encontraban en la fase S (S, control 2). La evaluacién se realizé por Western blot y como
marcador del peso molecular se utilizé p-galactosidasa. Carril 1: células en fase Go/G:;
carriles 2, 3, y 4: células en la fase $ sin tratamiento, con la DHEA y el TNF-a, respectivamente.
El andlisis densitométrico se muestra en la grdfica con los valores promedio y se considerod la

suma de ambas formas de la Rb como el 100%. El asterisco representa una diferencia
estadisticamente significativa (n=5; p<0.05).
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9. Efecto de la DHEA sobre las proteinas p53 y p21.

Ademds de la funcidn que tiene la proteina Rb en la regulacion del
ciclo celular, existen ofras proteinas como la p53 y la p21 que tienen un
papel importante en la regulacion de la continuidad del ciclo celular, por lo
que se decidid determinar si la DHEA modifica la expresion de los ARN
mensajeros, que codifican para estas proteinas por medio de la técnica de
RT-PCR. Por tanto, las HUVECs sincrénicas fueron incubadas con 100 uM de la
DHEA y con 10 ng/ml de TNF-a (control positivo) durante 30 h, al término de
este tiempo la DHEA y el TNF-a fueron retirados y se extrajo el ARN. La
evaluacion se realizd por medio de RT-PCR y se compard con respecto al

ARNM de las células control.

Los resultados mostraron que la DHEA induce cambios en la expresion
del ARNm que codifican para las proteinas p53 y p21, mostrando aumento
en su expresion 4 veces mds para la proteina p53, (Fig. 8) y 3.3 veces mds
para la proteina p21, (Fig. 9), con respecto al control sin DHEA. Las células
tratadas con el TNF-a, mostraron un aumento de 5.6 mds en la expresion de

la p53y de 5.4 mds parala p21.
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Fig 8. Expresion del ARNm de la proteina p53 en las HUVECs. Las HUVECs fueron incubadas,
con 100 uM de la DHEA (2) y con 10 ng/ml del TNF-a(3). La evaluacion se realizé por RT-PCR a
las 30 h, usando ciclofilina para la normalizacién. El fragmento obtenido para la ciclofilina fue
de 570 pb y de 351 para la p53 y se compararon con la expresion basal de la p53 en el
control (1, células sin la DHEA). La grdfica inferior muestra la densitometria de los valores
promedio con su desviacion estandar y los asteriscos representan una diferencia
estadisticamente significativa (n = 5; p< 0.05) con respecto al control.
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Fig 9. Expresion del ARNm de la proteina p21 en las HUVECs. Las HUVECs fueron incubadas,
con 100 uM de la DHEA (2) y con 10 ng de TNF-o(3). La evaluacion se realizé por RT-PCR a las
30 h, usando ciclofilina para la normalizacién. El fragmento obtenido para la ciclofilina fue de
570 pb y de 335 para la p21 y se compararon con la expresion basal de la p21 en el control
(1, células sin la DHEA). La grdfica inferior muestra la densitometria de los valores promedio
con su desviacion estdndar y los asteriscos representan una diferencia estadisticamente
significativa (n = 5; p< 0.05).
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10. La DHEA y Apoptosis.

Con la finalidad de discernir si la DHEA detiene el ciclo celular o induce
procesos de apoptosis, se determind la exposicion de la fosfatidilserina en la
membrana citoplasmdtica por medio de la anexina-V marcada con
fluoresceina. Por lo tanto, las HUVECSs sincrénicas se incubaron con 100 uM de
la DHEA, y otras se expusieron por 10 min a luz U.V. (control positivo). Después
de 30 h de incubacién las células se evaluaron por citometria de flujo, y se

compararon con respecto alas células control.

En el cuadro A se muestran las células tratadas con luz U.V. observando
un 28% de células en apoptosis, en comparacion con las células control (B)
en donde se aprecia menos del 2% de células en apoptosis. En el cuadro (C)
se muestra que la DHEA no indujo un aumento del porcentaje de células

apoptdticas en comparacion con las células control (Fig.10).
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Fig. 10. Efecto de la DHEA sobre la exposicion de fosfatidilserina. A) HUVECs expuestas a la luz
U.V. (control positivo) durante 10 min, B) HUVECs sin tratamiento (control negativo) y C)
HUVECs con 100 uM de la DHEA. La evaluacion se realizé por citometria de flujo, después de
30 h de cultivo. La citometria estd representada en los cuadros superiores donde se observan
cuatro cuadrantes internos; el de la derecha/abdjo muestra las células positivas a la
anexina-V (células en apoptosis); el de la izquierda/arriba muestra las células positivas a el
ioduro de propidio (células en necrosis); de la derecha/arriba muestra a las células dobles-
positivas (para anexina-V y para ioduro de propidio) y por Ultimo, el cuadrante a la
izquierda/abajo muestra las células que resultaron negativas a ambas marcas (células
vivas). La grdfica inferior muestra los valores promedio en porcentaje de células en cada
condicion con su desviacion estandar y los asteriscos representan una diferencia
estadisticamente significativa (n = 5; p< 0.05) con respecto al control positivo.
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Por otro lado se determind otro marcador de apoptosis a través de la
activacion de la caspasa-3, la cual rompe a la proteina PARP. Por lo tanto, las
HUVECs sincronicas se incubaron con 100 uM de la DHEA, y otras se
expusieron por 10 min a luz U.V. (control positivo), después de 24, 48y 72 h de
incubacion, se extrajo la proteina total. La evaluacion se realizd por Western
blot utilizando un anticuerpo contra la proteina PARP, con exiracto de
proteinas obtenidas después de cada tiempo y se compard con las células
control (sin la DHEA).

Los resultados del Western blot muestran que en las HUVECs que fueron
tratadas con luz U.V., la proteina PARP se fragmentd, lo que no se observd en
las células control y en las HUVECs con la DHEA, incluso después de 72 h de

tratamiento (Fig. 11).
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Fig. 11. Efecto de la DHEA sobre la activacién de la caspasa 3. Las HUVECs se incubaron con
100 uM de la DHEA y la evaluacion del rompimiento de la proteina PARP se realizé6 por
Western blot a las 24, 48 y 72 h y se comparé con las células expuestas a luz U.V. durante 10
min (control positivo) y con las células control (n = 5; p< 0.05).
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La DHEA es un androgeno que fiene un papel protector contra la
arterioesclerosis (Porsova-Dutoit et al, 2000), esta proteccion ha sido asociada
con su habilidad para disminuir la proliferacion celular, mas el mecanismo de
accion por el cual estd actuando, todavia no se conoce. La arterioesclerosis
es una enfermedad que se origina con un proceso inflamatorio y la
acumulacion de lipidos en la luz arterial, en donde la disfuncidon endotelial
tiene una participacion importante. El que las células endoteliales conserven
su infegridad y su normal funcionamiento es necesario para asegurar los
procesos como la inflamacién y la reparacion de tejidos (Michiels, 2003). Por
lo tanto, las células endoteliales son frecuentemente usadas para el estudio
de la arteriosclerosis (Ross, 1999). En este trabajo se evalud el efecto de la
DHEA en la proliferacion y el ciclo celular de células endoteliales de corddn
umbilical humano (HUVECs).

La participacion fisiolégica exacta de la DHEA aun es desconocida, no
obstante, estudios clinicos en humanos demuestran que los altos niveles de la
DHEA circulante reducen significantemente el riesgo de enfermedades
vasculares (Barret y Goodman, 1995), y que la administracion de la DHEA en
concenfraciones de 0.1 mM o mds altas no fienen efectos en humanos y en
castores (Jesse et al, 1995; Farrukh et al, 1998). En este trabajo se evaluaron
dosis de la DHEA denfro de rangos séricos fisiologicos en humanos (1-10 uM) y
una dosis suprafisioldgica (100 uM= 0.1 mM) para determinar el efecto de

concentraciones similares a las dosis farmacoldgicas.
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Los resulfados obtenidos mostraron que la DHEA a 100 uM, inhibié la
proliferacion de las HUVECs en un porcentaje mayor al 50%, lo que no
sucedid en concentraciones fisioldgicas. Mohan y Benghuzzi (1997)
encontraron un efecto inhibidor en el endotelio. Este mismo efecto ha sido
descrito en otros tipos celulares como células del musculo liso y adiposas
(MclIntosh, 1999); sin embargo, recientemente Williams y col. (2004)
demostraron que la DHEA aumenta la proliferacion del endotelio, no
obstante se debe aclarar que todos ellos utilizaron una concentracion
maxima de 100 nM, mientras que en este trabajo se utilizé una concentracion

de la DHEA 1000 veces mads alta.

La DHEA-S no mostré efecto sobre la proliferacion de las HUVECs, a las
mismas concentraciones que la DHEA, lo que confirma su falta de actividad
bioldgica (Ebeling, 1994), y su participacidn como una molécula de reserva
circulante de la forma activa de la DHEA. Otra explicacion a ésto es que la
unidn de la DHEA-S con su transportador, la albumina, es mucho mas
estrechaq, lo que evita que la DHEA-S entre con mayor faciidad a la célula.
También es probable que la sulfatasa no esté activa o no se encuentre en las
HUVECs; sin embargo, dicha enzima ha sido encontrada en endotelio de
pulmon (Milewich et al, 1983). También mencionan que tanto las HUVECs
como el endofelio de pulmoén presentan enzimas como la  3BHDS
oxidoreductasa, 3 aHDS oxidoreductasa 17BHDS oxidoreductasa 5,4-
isomerasa y Sa-reductasa (Milewich et al, 1987) las cuales participan en la

conversion de la DHEA a estrogenos y andréogenos.
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Otros autores sostienen que la DHEA ejerce su accidon en el endotelio
debido a que ésta se convierte en estradiol (Milewich et al, 1983; Hayashi et
al, 2000; Mukherjee et al, 2002); sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo demostraron que el estradiol y la testosterona, no inhibieron la
proliferacion de las HUVECs a concentraciones fisioldgicas, al conftrario, el
estradiol indujo un aumento en la proliferacion, similar a lo estudios realizados
por Lippert (2002) quien demuestra que el estradiol en concentraciones
fisiologicas tiene un efecto proliferativo sobre las HUVECs. A concentraciones
suprafisiologicas, la testosterona tuvo un efecto tdxico, lo que sugiere que la
DHEA no se estd convirtiendo a estradiol y testosterona para producir su
efecto antiproliferativo. Seria importante, evaluar el efecto antiproliferativo
de la DHEA en presencia de inhibidores de las enzimas que promueven su
conversion, inhibidores de los receptores a androgenos y estrogenos, asi

como evaluar su metabolismo utilizando una DHEA marcada.

A pesar de que la DHEA puede interaccionar con receptores de ofras
hormonas, varios autores mencionan que dicha interaccion depende del
tejido en cuestion (Hinson y Raven, 1999). Vdazquez y col. (1999) han
enconfrado que en endotelio hay receptores tanto para estrogenos,
andrégenos y progesterona, lo que no excluye que la DHEA utilice alguno de
estos receptores para ejercer su accion. Sin embargo, ofros investigadores
apoyan la hipdtesis de la existencia de un receptor especifico para la DHEA
(Williams et al, 2002), el cual estd acoplado a proteinas G (Liu y Dillon, 2002) e
involucra la via de senadlizacion de las ERKs (cinasas extracelulares
reguladoras de la senal). Esto confiirma que no necesariamente actia como
un precursor de hormonas, sino que la DHEA podria estar involucrada en otras
vias importantes de senalizacion de tipo no gendmico, como los resultados

de Rarchi y col. (2001) que demuestran que en células neuronales la DHEA
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participa en la senalizacion a través de la via de la PKC (proteina cinasa C) y
la expresion de RACK (receptor activado por la cinasa C); ademds de los
resultados de Simoncini y col. (2003), que demuestran que la DHEA en el
endotelio activa la oxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) a través de una
via no gendmica que depende de las ERK1/2 , sin una conversion a

estrogenos ni a androgenos.

Por otfro lado, el efecto antiproliferativo inducido por la DHEA, se asocid
al incremento en el porcentaje de células en la fase Gi, deteniendo la
progresion del ciclo celular en dicha fase. Estos resultados concuerdan con
los realizados en células de tumor de colon (Schulz et al, 1992), células de
tumor de Ehrlich (Rais et al, 1999) y células BV-2 de glioma (Yang, et al 2002),
en donde se demuestra que la DHEA induce la detencion en la fase G1 del

ciclo celular.

Una de las proteinas que participa en la regulacion del ciclo celular
durante la fase Gi1 y en el punto de restriccion entre las fases G1y S, es la
proteina Rb. Su forma activa, es decir hipofosforilada, genera una detenciéon
del ciclo (Goodrich et al, 1991). Los resultados obtenidos mostraron que la
DHEA, interfirid con la fosforilacion de esta molécula, lo que pudiera estar
manteniendo a las células detenidas en la fase Gi1. Estos resultados sugieren
que la fosforilacion de la proteina Rb estd involucrada en el efecto
antiproliferativo de la DHEA, y que es similar al inducido por el TNF-a. en las
HUVECs (Lopez-Marure et al, 1997). En células endoteliales humanas de
dermis (HDECs) y de endometrio (HEEC), la progesterona afecta la progresion
del ciclo celular, inhibe la proliferacion, provoca la detencion del ciclo en la
fase G1, reduce la actividad de las CDKs, disminuye la fosforilacion de la Rb y

baja la expresion de la ciclina E (Vazquez et al, 1999), por lo que es probable
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que la DHEA inactive a proteinas que la fosforiian como los complejos
ciclinaD-CDK4/6 (Alberts et al, 1993; Yoshida et al, 2003), de manera similar al

efecto de la progesterona.

Se sabe que la proteina p53 expresada en situaciones de dano celular,
induce la expresion de la proteina p21 e inhibe la formacion de los complejo
ciclina-CDK, y como consecuencia impide la fosforilacion de la Rb. Toda esta
serie de senales previenen el paso de las células de la fase G1 a la fase Sy
permiten que las células se mantengan en la fase G1 hasta que el dano sea
reparado. Los resultados encontrados en este tfrabajo mostraron que la DHEA,
al igual que el TNF-a, incrementaron la expresion de los ARNm, tfanto para la
P53 como para la p21. La proteina p53 induce la transcripcion de la p21 al
actuar directamente sobre su promotor en el ADN, y su expresion es
necesaria y suficiente para la regulacion de la p53 (Lohr, 1998). Es posible que
el incremento en la expresion en la p21, inducido por la DHEA, desencadene
la senal para proteger a la célula contra la muerte, semejante a lo
encontrado en keratinocitos por Basile y col. (2003). Otra posibilidad, es que
el incremento de la expresion de la p21 podria darse de una forma
independiente a la p53, lo cual ya ha sido descrito previomente (Zeng vy El-
Deiry, 1996). El argumento de que la DHEA pueda proteger contra un proceso
de muerte, es soportado por ofros estudios ya realizados en células del glioma
Cé (Shin et al, 2001) y de rindbn en monos Rhesus (Coach et al, 2001).

Se ha demostrado que el TNF-a induce un aumento en la
expresion de la p53 y la p21, provocando un efecto antiproliferativo y
detencion del ciclo celular en fase G1 lo cual se ha asociado con dano al
ADN, estrés e induccion de apoptosis (Donato y Pérez, 1998; Lopez-Marure et

al, 1997; Lépez-Marure et al, 2000). Los experimentos realizados para observar
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indicios de muerte temprana o tardia en este trabajo, demostraron que la
DHEA no indujo la activacion de la caspasa-3 y la exposicion de la
fosfatidilserina; sin embargo, se ha observado que la DHEA administrada en
dosis farmacoldgicas (100 uM), puede inducir la inhibicidn del crecimiento y
la apoptosis en células BV-2 (Yang et al, 2002) y en células de timo de ratdn
carentes de la p53 (Wang et al, 1997). La ausencia de las senales que
conducen a la muerte celular (apoptosis), como se muestra en este trabagjo,
sugiere que la DHEA fiene un efecto citoprotector sobre las HUVECs ante la
presencia de alguna alteracion del microambiente; un ejemplo de ésto, es la
respuesta proinflamatoria contra citocinas como el TNF-a y contra oftras
moléculas como los radicales libres que generan el estrés oxidativo, lo que ha
sido estudiado por Bednarek-Tupikowska y col. (2000) quienes demostraron

que la DHEA tiene efectos antfioxidantes sobre el endotelio en conejos.

En resumen, la capacidad de la DHEA para provocar la detencion del
ciclo celular en las HUVECs y modificar la expresion de algunas moléculas
que lo controlan como la proteina Rb, la p53 y la p21 sin inducir procesos de
muerte, sugiere que ésta podria inducir un estado quiescente provocando la
proteccion de la HUVECs hasta que las condiciones del microambiente sean

favorables nuevamente.
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Conclusiones y Perspectivas

En conclusion, los resultados de este trabajo mostraron que la DHEA en
una dosis suprafisioldgica de 100 uM, afecta la progresion del ciclo celular de
las HUVECs al inhibir la proliferacion de manera dependiente de la dosis vy el
tiempo. Este efecto se asocié con la detencion del ciclo celular en la fase G1,
la disminucion en la forforilacion de la proteina Rb, aumento en la expresion

de las proteinas p53 y p21 y ausencia de apoptosis.

El probable mecanismo de accién que tiene la DHEA sobre las HUVECs
parece ser diferente a una biotransformacion a andrégenos o a estrédgenos y
sugiere que la DHEA actUa a fravés de un receptor propio. Es necesario
realizar mas estudios como el determinar si la DHEA mantiene su efecto aun
con la presencia de antagodnicos o inhibidores a los receptores de estos
derivados. Asi mismo, seria interesante evaluar otras proteinas del ciclo celular
intfervienen en el efecto antiproliferativo inducido por la DHEA, como las

ciclinas, las CDKs, los CDKI y otfras proteinas supresoras de tumores.

El significado fisiologico del efecto antiproliferativo de la DHEA sobre las
HUVECs es poco claro, pero pudiera ser reelevante durante la respuesta
inflamatoria temprana, previniendo su proliferacion, reteniéndolas en un
estado quiescente y evitando su muerte y destruccion como sucede en la
arterioesclerosis. Seria importante evaluar si la DHEA interviene en algunos
eventos que se presentan durante dicha patologia, como la disfuncion
endotelial donde se observa un aumento en la expresion de moléculas
quimioatrayentes y de adhesion, en la adhesion y la fransmigracion de

leucocitos y en el estrés oxidativo, entre ofros.
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