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RESUMEN

RESUMEN

El envejecimiento es un fendmeno biolégico complejo e inevitable que se caracteriza
por la pérdida o decaimiento de varias funciones bioquimicas estructurales y
fisiolégicas de los organismos a lo largo de su vida. La teoria del envejecimiento de
Harman sugiere que este proceso se da por la acumulacién de dafos generados por
los radicales sobre las macromoléculas celulares. Actualmente, el consenso general
en cuanto a los mecanismos que inducen el envejecimiento, es que se lleva a cabo
por procesos multifactoriales y que las especies reactivas de oxigeno son un factor
que contribuye en alto grado.

La proteina Bcl-2 tiene una funcidon de supervivencia celular tanto por su papel
antiapoptotico como por su regulacion del ciclo celular via p130 y p27, asi como el
aumento en la actividad de los sistemas reparadores de dafio al ADN. Sin embargo,
una de sus funciones mas importantes es su participacion en la respuesta
antioxidante, en donde al sobre-expresarse se ve aumentada la actividad de las
enzimas antioxidantes y con ello se modifica el balance en el estado redox celular.
Es por eso relevante establecer la relacion de Bcl-2 con otros fendmenos bioldgicos
que también estan asociados con un estado de estrés oxidativo, y que conllevan a
diferentes respuestas celulares, como lo son la apoptosis, el cancer o la senescencia
replicativa.

El objetivo de este trabajo fue el determinar el efecto de la induccién de un estado de
estrés oxidativo mediante diversas concentraciones de peroxido de hidrégeno (H205)

sobre la expresidon de la proteina Bcl-2, asi como la obtencion del indice de
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supervivencia celular de acuerdo a la expresion Bcl-2/Bax en la linea celular de
fibroblastos de pulmon de ratén L-929.

Para ello se cuantificd la expresién del ARN mensajero (ARNm) que codifica para
Bcl-2 por medio RT-PCR semicuantitativo en fibroblastos de pulmén de raton de la
linea L-929 sometidas a concentraciones de 50, 100,150 y 200uM de H,0O, durante 9
horas. De manera interesante se encontr6 un incremento estadisticamente
significativo en la expresion del ARNm de Bcl-2 con el tratamiento de 50uM de H,0,
no asi en los demas tratamientos. Asi mismo se determinaron los parametros de
viabilidad y funcionalidad celular por medio de las técnicas de exclusiéon de azul
tripano y MTT respectivamente, encontrandose una disminucion significativa en
ambos parametros unicamente en el tratamiento con 200uM de H,0,.

Estos resultados muestran que el aumento en la expresion de Bcl-2 se da a bajas
concentraciones de H>O,. Una posible explicacion es que la regulacion de la
expresion de Bcl-2 podria estar determinada por el dafno oxidativo al ADN.

Al evaluarse los niveles de expresion de la proteina proapoptética Bax se encontrd
un ligero aumento bajo las mismas condiciones de tratamiento, y el indice de
expresion Bcl-2/Bax obtuvo un valor menor a 1.0 en los tratamientos de 100, 150 y
200 pM. Los resultados sugieren que las células no pueden manejar el reto oxidativo,
que posiblemente genere danos que modifiquen la respuesta celular, y que por tanto,

la llevan a la muerte.



ABSTRACT

ABSTRACT

Aging is a complex and inevitable biological phenomenon that is characterized by
the lose of several biochemical, structural and physiological functions in the
organisms throughout their lifespan. Harman’s aging theory suggests that this
process is the result of the overall accumulated damage on cellular macromolecules
generated by free radicals. Now a days, it is thought that aging is induced by a
multifactorial process in which oxygen reactive species play an important role.

Bcl-2 is a survival protein due to its antiapoptotic task, as well as its role in cell cycle
regulation trough p130 and p27. Bcl-2 also increases DNA repair systems.
However, one if Bcl-2 most important functions is its participation in antioxidant
response, its over-expression has shown to increase antioxidant enzymes activity
and modify cellular oxidative state. For these reasons is relevant to establish the
relation between Bcl-2 and other biological phenomenon associated with oxidative
stress that can lead to different cellular responses like apoptosis, cancer or
Replicative senescence.

In this work the effect of oxidative stress on Bcl-2 expression was determined as
well as the cellular survival index (Bcl-2/Bax ratio). All the experiments were done in
the L-929 mice lung fibroblasts cell line. Cells were subjected to 50, 100,150 y
200uM HyO, for 9h. Bcl-2 massager RNA (RNAm) was determined by
semiquantitative RT-PCR

Interestingly, a statistical difference in the increment of Bcl-2 RNAm was only found
in 50uM H,0, treatment and not in the other treatments. Viability and functionality

parameters were also quantified using trypan blue and MTT assays respectively.
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The results indicated a statistical decrease in both parameters only in 200uM
treatment.

Our results show an increase in Bcl-2 expression al low oxidative concentrations.
One possible explanation is that Bcl-2 regulation might be related to DNA oxidative
damage. When the expression of the anti-apoptotic protein Bax was performed in
the same treatment conditions, a low increase was found. The rate Bcl-2/Bax was
lower that 1.0 in the treatments with 100,150 y 200 uM, suggesting that the might
not be able to handle high oxidative stress. This oxidative stress might induce

damages that modify cellular response and provoke cellular death.




INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El envejecimiento es un fendmeno biolégico complejo e inevitable que se
caracteriza por la pérdida o decaimiento de varias funciones bioquimicas
estructurales y fisioldgicas de los organismos a lo largo de su vida. Puede afadirse
a esta definicibn el aumento en la probabilidad de muerte en relacion con el
aumento en la edad del organismo, asi como, la acumulacion de diversos cambios
adversos en la expresion génica (Harman, 1998). Las modificaciones que se
presentan en los constituyentes del ADN durante el envejecimiento, se
correlacionan con la disminucion de los factores que se encargan del
mantenimiento y la reparacion de este, los cuales contribuyen a la disminucién de
la longevidad de un organismo. Esta acumulacion de dafos también repercute en
la calidad de vida de los organismos, ya que existe la correlacion directa entre la
aparicion de diversas enfermedades con el incremento de la edad (Pérez-Campo y
col. 1998).

En 1956, Harman propuso la teoria del envejecimiento por radicales libres, que
sugiere que este proceso se presenta por la acumulacion de danos generados por
moléculas quimicas altamente reactivas sobre las macromoléculas celulares como
lo son el ADN, los lipidos y las proteinas (Harman, 1956). El desarrollo de las
técnicas que permiten el estudio mas preciso y detallado del efecto de los radicales
libres, asi como el avance en la biologia molecular, han permitido la adquisicion de
nuevos datos que apoyan la teoria de Harman y confirman el papel del estrés

oxidativo como uno de los principales contribuyentes en el proceso del
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envejecimiento y en el origen de un gran numero de enfermedades (Ames y col.,
1993; Yu, 1996; Yu y Yang, 1996; Sohal y Orr, 1995).

El estrés oxidativo es un estado celular que se presenta cuando hay un
desbalance entre las moléculas oxidantes en comparaciéon con las moléculas
antioxidantes, favoreciendo a las primeras. Las moléculas oxidantes son productos
del metabolismo normal de los organismos aerdbicos (Ames y col.,, 1993; Yu y
Yang, 1996; Ames y Shineaga, 1992).

Actualmente, el consenso general en cuanto a los mecanismos que inducen el
envejecimiento, es que se lleva a cabo por procesos multifactoriales y que las
especies reactivas de oxigeno (ROS, del idioma inglés Reactive Oxygen Species)
son un factor que contribuye en alto grado; aun cuando el grado en el cual
contribuye resulta todavia incierto. No obstante, resulta de gran interés buscar los
factores que modulan los niveles de ROS y proponer un mecanismo para disminuir
el estrés oxidativo y el dafio a las macromoléculas celulares, asi como el tratar de
alterar el curso de este proceso o bien minimizar el deterioro asociado al
envejecimiento.

Estudios en donde se sobreexpresaron genes que codifican para enzimas
antioxidantes, como la superoxido dismutasa Cu/Zn (SOD) y la catalasa, en el
modelo de Drosophila melanogaster demostraron que la longevidad aumentaba un
34% con respecto a su control (Orr y Sohal, 1994); un dato importante en este
estudio fue que sélo se logré este efecto cuando los niveles de expresion de la
catalasa y la SOD se encontraban en un balance 6ptimo entre ellas. Por otra parte,
utilizando otro modelo biolégico de estudio como lo es Caenorhabditis elegans, se

encontré que el nematodo aumentaba dos veces su longevidad al aumentar los
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niveles de las enzimas SOD y catalasa (Vanfleteren y De Vreese, 1996), al igual
que con el modelo de Drosophila en el cual se sobreexpresaban la SOD vy la
catalasa, con lo que se observé que la disminucién en las ROS aumenté la
longevidad . Sin embargo, cuando se eliminaron los genes de SOD y glutation
peroxidasa en ratones, estos animales no envejecieron mas rapidamente que los
controles, esto probablemente se debia a que los ratones presentan otros
mecanismos enzimaticos antioxidantes que sustituyen la funcién de estas enzimas,
tal es el caso de la catalasa por la glutation peroxidasa (Melov y col., 1998; Ho y
col., 1997).

Al ser el envejecimiento un proceso multifactorial, es importante evaluar algunos
otros factores bioloégicos relacionados con el estrés oxidativo, por lo que resulta
importante evaluar a los distintos marcadores bioldgicos generados posteriormente
al aumento de las moléculas oxidantes en comparacion con las moléculas
antioxidantes, entre estos marcadores destacan los generados por el dafio
oxidativo a lipidos como el malonildialdehido, la formacion de carbonilos en las
proteinas por oxidacion y tal vez, el mas importante la oxidacion del ADN, que

repercutira directamente en la expresion génica (Markesbery, 1997).

1.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Los radicales libres son moléculas o atomos que contienen uno 0 mas electrones
desapareados (Halliwell y Gutteridge, 1994). La principal fuente generadora de
radicales libres en las células es el metabolismo del oxigeno, ya que al recibir un

electron éste da origen al radical superéxido (O2™), el cual se forma como resultado
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de diferentes procesos fisiolégicos. Entre esos procesos destacan la
biotransformacion de farmacos por la familia de citocromos p450 (Hasler y col.,
1999), el metabolismo catalitico de los acidos nucleicos mediante la xantina
oxidasa y principalmente la cadena respiratoria mitocondrial, en donde el complejo
Il es el principal productor, ya que durante la transferencia de electrones la
semiquinona puede ceder un electron al oxigeno para formar la quinona y al radical
superéxido (Turnes y col.,1985).

El radical O™ puede aceptar un electrén mas y formar el anién peréxido (02'2), que
no es un radical libre por no tener electrones libres desapareados. Esta molécula,
en condiciones fisiologicas se protona dando lugar al peroxido de hidrogeno (H205),
mediante una reaccidn que ocurre de manera natural en las células y es catalizada
por la enzima superédxido dismutasa (SOD), como un mecanismo de defensa
antioxidante. Sin embargo, el H,O, puede llegar a tener un rompimiento homolitico
del enlace O-0O, lo que da origen al anion hidroxilo (OH") y al radical libre hidroxilo
(OH®), reaccion que es catalizada por metales de transicion interna como el fierro y
el cobre y es conocida como reaccion de Fenton. Por lo anterior, podemos
denominar a los radicales libres generados en el metabolismo aerdbico y a sus
productos generadores de radicales libres como especies reactivas de oxigeno
(Halliwell y Gutteridge, 1984).

Existe una gran cantidad de evidencias que indican que las ROS generadas
durante el metabolismo celular son una fuente enddégena de dafo a las
biomoléculas en todos los tipos celulares. Las modificaciones oxidativas que se

acumulan a lo largo de la vida se han implicado en procesos carcinogénicos,
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enfermedades degenerativas y envejecimiento (Beal, 2002). En particular, el dafio
generado en el ADN por las ROS es uno de los mas importantes a considerar, ya
que al dafar esta biomolécula se puede contribuir a cambios que potencialmente
son mutagénicos y que pueden contribuir al desarrollo del cancer y otras
enfermedades (Halliwell y Gutteridge, 1984). El dafio al ADN puede manifestarse
como rompimientos de cadena sencilla (SSB, del idioma inglés single strain break),
rompimientos de cadena doble (DSB, del idioma inglés double strain break) y
modificaciones quimicas en los grupos funcionales de las bases nitrogenadas del
ADN, conocidas como aductos. El radical OH® puede atacar directamente al ADN
oxidando las bases y generando aductos como la 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (8-
OHdG). Una consecuencia de este tipo de dafo al ADN es que puede provocar
cambios en la secuencia gendmica al sustituir una base purica, como la guanina,
por una base pirimidica, como la timina; a este tipo de mutacion se le conoce como
transversion (Spencer y col., 1996). Por otra parte, el dafno al ADN, ademas de
jugar un papel importante en la regulacion de la expresién génica, también se ha
relacionado con otro fendmeno relacionado al envejecimiento como lo es la

senescencia replicativa.

1.2 ROS Y SENESCENCIA REPLICATIVA

Las células somaticas normales no proliferan indefinidamente, por lo que al punto
en donde se llega al limite de las divisiones se le conoce como limite de Hayflick;
este hecho fue descrito por primera vez en fibroblastos normales de tejidos

humanos en los anos 60°s (Hayflick, 1965).
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Tipicamente, los fibroblastos derivados de embriones humanos detienen su
crecimiento después de tener entre 50 y 80 duplicaciones poblacionales (PD, del
idioma inglés Population Doublings, que es una unidad para representar el numero
de divisiones celulares). Por otra parte, se ha reportado que los fibroblastos
provenientes de organismos viejos tienen menos PD que los fibroblastos
provenientes de organismos jovenes (Cristofalo y col.,, 1998). Basado en estas
observaciones, Hayflick postuldé que este fendmeno reflejaba el proceso de
envejecimiento in vivo y lo llamé senescencia celular, donde las células
senescentes se mantienen vivas y tienen un metabolismo activo, pero no
responden a estimulos mitogénicos (Gaffinkel y col., 1996).

Asimismo, se sabe que la senescencia tiene un fenotipo dominante, ya que se ha
observado que la fusion entre células jovenes en crecimiento y células viejas
senescentes tiene como resultado la inhibicion en la sintesis de ADN de las células
hibrido (Norwood y col., 1974; Yanishevsky y Stein, 1980). Por otra parte, el
citoplasma enucleado de las células senescentes mostrd efectos inhibitorios en la
proliferacion celular llevados a cabo en experimentos en donde se fusionaron con
células jévenes (Burner y col., 1983; Drescher-Lincoln y Smith, 1983).

Estos resultados indican que la senescencia no es un fendbmeno pasivo, semejante
a la acumulacién de errores catastroficos, ya que existe una gran evidencia que
sugiere que los mecanismos que determinan la senescencia pudieran estar
relacionados a una respuesta celular al estrés. Cuando dos lineas celulares de
fibroblastos inmortales se fusionan, en algunos pero no en todos los casos, las
células resultantes se convierten en mortales y presentan fenotipos senescentes

(Pereira-Smith y Smith, 1983). Usando este modelo, las lineas celulares de

10



INTRODUCCION

fibroblastos inmortales humanos podrian ser clasificadas dentro de diferentes
grupos de complementacion en términos de su habilidad para inducir senescencia
sobre las células fusionadas. Estos resultados sugieren que el fenotipo senescente
es dominante al de la inmortalidad; que éste podria ser mas activo, que existe mas
de un mecanismo independiente en las células somaticas normales para inducir
senescencia.

Las células senescentes presentan generalmente un numero de caracteristicas
fenotipicas muy particulares, incluyendo las de la apariencia grande y aplanada, la
detencidon del ciclo celular en la fase G1, la expresion alterada de genes y
diferentes marcadores (Sherwood y col., 1988). Estas células se encuentran
metabdlicamente activas, pero pierden la capacidad de responder a estimulos
mitogénicos y de iniciacion de la sintesis de ADN. La incapacidad en la progresion
del ciclo celular a la fase S no les impide expresar diferentes genes que se
encuentran activos en esta fase como lo son c-myc, c-Ha-ras, ornitina
descarboxilasa y timidina cinasas (Rittling y col., 1986 y Seshadri y Campisi, 1990),
pero de manera interesante, las células senescentes disminuyen notablemente la
expresion de los componentes del factor de transcripcién AP-1, c-fos y c-jun, por lo
que la actividad de AP-1 se encuentra disminuida (Riabowol y col., 1992). Otra
caracteristica de las células senescentes es el aumento en la actividad de la
enzima B-galactosidasa, que aunque aun no se sabe su significado biolégico, pero
que se ha utilizado como marcador de senescencia en el ensayo SA-B-gal (Dimri y
col., 1995).

La senescencia puede ser inducida de diferentes maneras, pero todavia no se ha

determinado el mecanismo que la propicia, sin embargo, existen varias propuestas
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para adquirir este fenotipo. La primera sugiere un acortamiento en la longitud de los
telomeros, lo cual desarregla la estructura telomérica, que activa multiples
mecanismos que llevan a la detencion del ciclo celular. Los teldbmeros son la parte
terminal de los cromosomas y su funcién es la de mantener la estabilidad de éstos,
su proteccion ante la degradacion y evitar la fusidbn con otros cromosomas; los
telébmeros consisten de secuencias repetidas de TTAGGG, las cuales se van
acortando progresivamente con cada replicacién del ADN. No obstante, esta no es
la unica forma de inducir la senescencia, ya que ante un estado de estrés oxidativo
que genera dano al ADN, se puede lograr la detencién irreversible en el ciclo
celular y la manifestacion fenotipica de las caracteristicas de la senescencia, sin el
acortamiento de los teldmeros, fendbmeno que se ha llamado senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS, del idioma inglés Senescence Induced
Premature Stress) (Lundberg y col., 2000). Se ha logrado inducir SIPS por
tratamientos con radiaciones ultravioleta (UV) y Gamma, por estrés oxidativo
usando H;O, o hiperoxia oxidante (Chen, 2000), utilizando inhibidores de
desacetilasas de histonas o la sobreexpresion de genes como ras y raf (Pantoja y
Serrano, 1999). Sin embargo, existe controversia con respecto al mecanismo por el
cual las células entran en senescencia, ya que se ha encontrado que en algunas
ocasiones, se ha logrado inducir SIPS en células inmortalizadas que
sobreexpresan la retrotranscriptasa reversa telomérica humana (hTERT del idioma
inglés, human Telomerase Reverse Transcriptase) que es la subunidad catalitica
de la enzima telomerasa, encargada de alargar los telomeros en células
germinales, tallo y tumorales, sugiriendo que en estos casos la presencia de la

telomerasa no protegié a las células de SIPS. En esos experimentos se observo
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que las células que sobreexpresan hTERT fueron mas resistentes a la apoptosis y
la necrosis inducida por estrés, sugiriendo un mecanismo de reparacion en el que
se podria encontrar involucrada la telomerasa (Gorbunova y col., 2002).

Se ha sugerido que, durante el envejecimiento la disminucién en las funciones
bioldgicas esta determinada por la acumulacion de las células senescentes, a las
cuales se les ha dado la funcién biolégica de supresion de tumores (Campisi,
2001). De este modo, resulta interesante entender la participacion de las proteinas
que estan asociadas con la detencidén del ciclo celular, la preservacion de la
integridad del genoma, asi como aquellas que participan en la respuesta
antioxidante. Entre estas proteinas destaca la proteina Bcl-2 que, ademas de su
funcidén antiapotética, participa en la regulacién del ciclo celular y en la defensa

contra el estrés oxidativo.

1.3 LA PROTEINA Bcl-2

La proteina Bcl-2 pertenece a una familia de al menos 20 miembros relacionados
con el fendbmeno de apoptosis. Esta familia se divide en dos grandes grupos: el
primero, de las proteinas proapoptéticas que incluye a Bax, Bcl-Xs, Bak, Bid, Bad,
Hrk, entre otras. En el segundo grupo se ubican las proteinas antiapoptéticas: Bcl-
2, Bcel-XL, Bcl-w, A1, mcl-1. Se sabe que los miembros de esta familia tienen 4
dominios conservados llamados dominios homolégos de Bcl-2 conocidos como
BH1, BH2, BH3 y BH4. Una caracteristica distintiva entre los grupos es que las
proteinas antiapotéticas presentan generalmente los cuatros dominios, mientras

que las proapoptéticas pueden tener de 1 a 3 dominios (Adams y Cory, 1998).
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En particular, Bcl-2 es una proteina de 26KDa anclada a la membrana externa
mitocondrial, caracteristica que se ha relacionado con su propiedad antiapoptotica,
ya que controla la permeabilidad mitocondrial, evita la liberacién del citocromo ¢ por
el canal de aniones dependiente de voltaje (VADC, del idioma inglés Voltage Anion
Dependent Channel), previniendo la unién con el factor activador de la apoptosis
(APAF-1, del idioma inglés Apoptosis Activator Factor-1). De esta manera no se
activa la procaspasa-9 ni tampoco la caspasa-3, evitando la muerte por apoptosis

(Baliga y Kumar, 2002).

1.4 FUNCIONES DE Bcl-2

Se ha demostrado que Bcl-2 también tiene la posibilidad de activar mecanismos
antioxidantes ya que induce el aumento en la sintesis de glutation reducido (GSH),
el cual contrarresta los niveles de ROS y disminuye la lipoperoxidacion
(Hockenbery y col.,, 1993). Se ha sugerido que parte de esta capacidad
antioxidante de Bcl-2 se debe a que, bajo ciertas condiciones, induce el aumento
moderado de ROS lo cual estimula una respuesta antioxidante eficiente por parte
de las células (Steinman, 1995). Asi mismo, se ha relacionado a Bcl-2 con el
aumento en los sistemas de reparacion del ADN, que pueden ayudar a
contrarrestar los danos generados por las ROS (Deng y col.,, 1999). Las
propiedades de supervivencia celular de Bcl-2 y de algunos de los miembros de su
familia han sido extensamente estudiadas (Adams y Cory, 1998) y estan
relacionadas con sus efectos fisiologicos (Lee y col., 2001, a, b) y su capacidad de
regular el ciclo celular (Vairo y col., 2000), por lo que Bcl-2 pudiera tener un papel

fundamental en los mecanismos de supervivencia celular.
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Como se ha senalado, la proteina Bcl-2 esta estrechamente relacionada con los
eventos de estrés oxidativo, los cuales se caracterizan por la disminucién en los
niveles de antioxidantes, tanto enzimaticos como no enzimaticos, asi como por
cambios en los mecanismos de reparacion de biomoléculas. Asi, la expresion de
esta proteina debe estar bajo el control de ciertos factores de transcripcion que
respondan a cambios en el estado redox celular o del estrés oxidativo. A su vez, la
regulacion de esos factores de transcripcion especificos debe ocurrir
posteriormente al evento oxidativo, para iniciar o retardar el evento apoptético o, de
otra manera, estimular los procesos de reparacion celular. Es posible que estos
procesos sean dirigidos por los niveles de ROS presentes durante el evento
oxidativo (Haddad, 2004a).

El estado redox celular esta determinado por el cociente de los niveles de glutation
reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG). Cuando los niveles de GSH son
mayores que los de GSSG, el estado fisiolégico celular esta en O&ptimas
condiciones y, por el contrario, cuando los niveles de GSSG son superiores a los
de GSH, la célula se encuentra en un estado de estrés oxidativo y responde
mediante el aumento de las defensas antioxidantes. Esta respuesta puede estar
mediada por la activaciéon de distintos factores de transcripcion, entre los que
destacan el factor activador-1 (AP-1, del idioma inglés Activator Protein-1) y el
factor de transcripcion nuclear kappa B (NFkB, del idioma inglés Nuclear Factor
kB). Una posible explicacion a esta respuesta celular antioxidante es que cuando
varia el estado redox celular, los grupos funcionales mas susceptibles de ser

modificados son los grupos tioles ya que bajo una reaccidn en la que participan
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radicales libres, producto del estrés oxidativo, pierden un protén propiciando la
formacion de grupos funcionales disulfuro, en los residuos de cisteina que son un
constituyente importante en la estructura de las proteinas, estos residuos de
cisteina presentan un grupo tiol y tienen la propiedad de formar puentes disulfuro
con otro residuo de aminoacido cisteina que también se oxide. Este probable
mecanismo, sustenta la tesis de la activacion de los factores de transcripcién por
cambios en el estado redox, ya que ambos factores de transcripcion, AP-1y NFkB,
poseen residuos de cisteina en diferentes motivos. AP-1 esta constituido por dos
subunidades proteicas, Jun y Fos, las cuales presentan en sus regiones de union al
ADN una cisteina y siete residuos de arginina, mientras que NFkB esta constituido
por dos subunidades, p65 y p50, que poseen en su region de unién al ADN una
cisteina y tres residuos de arginina. Se ha demostrado que al inducir diversos
estados redox celulares se modifica la activacion de dichos factores, de esta
manera al administrar agentes reductores como el 2-mercaptoetanol o el ditiotritol
se activan, mientras que al administrar agentes oxidantes como pirrolidin
ditiocarbamato (PDTC) disminuyen su activacion. Por lo tanto se ha sugerido que
los factores de transcripcién AP-1 y NFkB responden al estrés oxidativo por la
modificacion de las cisteinas presentes en los motivos de unién al ADN (Galter,
1994).

Las proteinas AP-1 y NFkB son factores de transcripcion de genes involucrados en
la respuesta antioxidante, como las enzimas gamma glutamil sintetasa (yGCS) y
superoéxido dismutasa citosélica (MnSOD), de los genes que codifican a proteinas
con actividad proinflamatoria, como la interleucina 1B (IL-1B), interleucina 8 (IL-8) y

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- «, del idioma inglés Tumoral Necrosis

16



INTRODUCCION

Factor a). Se ha propuesto que el mecanismo de respuesta para cada uno de estos
factores de transcripcion durante un estado de estrés oxidativo se da por la
modificacion de la relacion de los niveles de GSH/GSSG. El cambio en el estado
redox hace que las cisteinas constituyentes de la cinasa de Jun (JNK) que forman
los puentes disulfuro expongan los residuos de serina para que puedan ser
fosforilados y, de esta manera, activar esta cinasa la cual puede fosforilar a su
sustrato c-jun y activar el factor de transcripcion AP-1, el cual induce la
transcripcion de genes que codifican a proteinas con actividad antioxidante como
MnSOD y yGCS. Con respecto a NFkB, la modificacion de los residuos de cisteina
de la subunidad p65 expondra los residuos de serina que seran fosforilados con
mayor facilidad y se interrumpira su interaccién con la subunidad inhibitoria de la
subunidad kB (IkB), la cual sera degradada por el proteosoma y permitira la
migracion del complejo NFkB hacia el nucleo, por lo que se podran transcribir los
genes involucrados en la respuesta antioxidante, entre los que se conoce a la IL-13
y a otra proteina de suma importancia en la supervivencia celular, como lo es Bcl-2,
que ademas esta involucrada en la respuesta antioxidante (Haddad, 2004 ; Rhman,
2005).

La regulacion de la expresion de Bcl-2, por el factor de transcripcion NFkB se ha
demostrado en la linea celular de feocromocitoma PC12, transfectada para
sobreexpresar Bcl-2 y resistir a la muerte celular por apoptosis inducida con
peréxido de hidrogeno. En estas células se registrd una alta frecuencia de union del
factor de transcripcion NFKB al ADN, en especial se observé mayor concentracion
nuclear de la subunidad p65, la cual posee la propiedad de unirse al ADN. Con esto

se confirmoé que la subunidad p65 responde al estado de estrés oxidativo y que
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juega un papel importante en la regulacion de Bcl-2 en respuesta al estado de
estrés oxidativo en esta linea celular (Jang, 2004).

Por otra parte, se ha visto que la expresion de Bcl-2 no sélo se ve modificada por
las moléculas involucradas directamente con el estado de estrés oxidativo. Existen
otras proteinas que inducen la expresion de Bcl-2 y, entre las mas importantes, se
puede mencionar al TNF-a, el cual presenta la siguiente via de transduccién de
senales: Al unirse el TNF-a a su receptor membranal se modifica su estructura y su
relacion con la proteina asociada al dominio de muerte del receptor TNF-a
(TRADD, del idioma inglés TNF Receptor Associated Death Domain) ésta, por su
parte modifica su interaccion con la proteina factor asociado al receptor TNF tipo 2
(TRAF-2, del idioma inglés TNF Receptor Associated Factors) y genera dos
respuestas: la primera tiene que ver con el estado de estrés oxidativo, el cual activa
la via JNK, antes descrita, que culmina con la activacion del factor de transcripcion
AP-1 vy la expresidon de genes involucrados en la respuesta antioxidante. Por otra
parte, TRAF-2 activa a la cinasa del factor nuclear kB (NIK), se fosforila la cinasa
que actua sobre kB (IKK) que, a su vez, fosforila al inhibidor NFkB, el cual se
nomina IkB, que de esta manera puede migrar al nucleo y culminar con la
expresion de genes involucrados en la supervivencia celular, entre los que destaca
el aumento en la expresion de Bcl-2, ya que este es un gen constitutivo (Amit,
2002).

Con base en lo anterior, se puede concluir que la expresion de Bcl-2 esta regulada
por diversos factores que participan en diferentes senalizaciones, intracelulares o
extracelulares, que esta regulacién esta determinada como respuesta a un tipo

diferente de proceso celular y que en su papel puede haber un contexto de
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supervivencia o de estrés oxidativo, en el cual se ve involucrada Bcl-2 como un
factor determinante en la culminacion de estos procesos.

1.5 LA PROTEINA BAX

La identificacion de un gran numero de proteinas homologas a Bcl-2, sugiere que la
funcion de la proteina Bcl-2 depende en parte de interacciones proteina-proteina
con ella misma y con otros miembros de su familia. La primera de estas proteinas
en ser descrita fue la proteina X asociada a Bcl-2, (Bax, del idioma inglés Bcl-2-
Associated X Protein), estd fue identificada por inmunocoprecipitacion con la
proteina Bcl-2. Bax es una proteina de 21kD que presenta homologia con Bcl-2,
principalmente en los dominios, BH1 y BH2. Se ha encontrado evidencia de que
existe un exon conservado que codifica para los aminoacidos que permiten la union
con otras proteinas en el dominio BH2. Bax se heterodimeriza con Bcl-2 y
homodimeriza consigo misma (Oltvai y col., 1993). Mutaciones sitio dirigidas de los
dominios BH1 y BH2 en la proteina Bcl-2 mostraron que estos dos dominios
resultaron importantes para permitir la union a Bax. Cuando la union fue
interrumpida, el efecto protector de Bcl-2 fue también eliminado, sugiriendo que la
interaccion entre Bcl-2 y Bax es necesaria para que se lleve a cabo la funcién
antiapoptotica. Trabajos mas recientes en donde se ha sustituido un residuo de
aminoacido, por ejemplo, la glicina145 de el dominio BH1 por una alanina o acido
glutdmico y el triptofano188 del dominio BH2 por una alanina, mostraron la
interrupcién total de la unién a Bax y con ello se elimin6é totalmente el efecto
supresor de la muerte celular por Bcl-2 (Yin y col.,, 1994). Cuando Bax fue
sobreexpresada en cultivos de fibroblastos, la muerte por apoptosis en respuesta a

sefales apoptoticas fue acelerada, con lo que se le designé como una proteina
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promotora de la muerte celular. Sin embargo, cuando se sobreexpresd Bcl-2 en
este mismo tipo celular, se confirmd que se presentaban heterodimerizaciones
entre esta y Bax, teniendo como consecuencia la supresion de la muerte celular
(Oltvai y col., 1993). De esta manera, es importante destacar que el cociente entre
Bcl-2 y Bax, es importante para determinar la cantidad de heterodimeros Bcl-2/Bax
que estan presentes, asi como, la cantidad de homodimeros Bax/Bax, con la
finalidad de determinar el estado de supervivencia o muerte celular. Bax es una
proteina que se expresa en niveles elevados en tejidos, principalmente en aquellos
que presentan una gran cantidad de muerte celular durante el desarrollo normal o
la maduracion (Oltvai y col., 1993; Krajewsky y col., 1994).

La proteina Bax se localiza en grandes concentraciones en el citosol de células no
estresadas (Degli y Dive, 2003; Scorrano y Korsmeyer, 2003). La activacion de la
proteina Bax, depende de cambios conformacionales, que le permiten formar
homodimeros y este nuevo complejo formado, puede insertarse en la membrana
externa mitocondrial, induciendo la permeabilizacién de la membrana, permitiendo
la liberacion del citocromo c y la activacion de la apoptosis via caspasa 3 (Degli y
Dive, 2003). Durante esta activacion de Bax se observé que la proteina p53
citosdlica, puede activar directamente a Bax e inducir la muerte por apoptosis en
respuesta al dafio al ADN (Chipuk y col., 2004; Schuler y Green, 2005). Por otra
parte, la activacion de Bax cuando se utiliza radiaciones UV como inductor de la
apoptosis, mostré que es un mecanismo estrictamente dependiente de p53 en
fibroblastos de pulmén de ratdn y que este mecanismo es independiente de la

transcripcion del mARN que codifica para la proteina Bax (Speidel y col., 2006).
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El papel de Bax en la regulacién de la apoptosis, también esta relacionada con
eventos de estrés oxidativo, ya que como se ha mencionado anteriormente este
produce dafos al ADN y que activaran p53 que como se ha mencionado
anteriormente activara a Bax y con ello la muerte celular por apoptosis, este
mecanismo se observd en células endoteliales aodrticas de bovino (BAVEC del
idioma inglés bovine aortic vascular endothelial cells) que fueron tratadas con H,0O»,
en donde se observo el incremento en la muerte por apoptosis de este tipo celular,
asi como, el aumento en la expresion de p53 y Bax que como consecuencia tuvo
la modificaciéon del cociente Bcl-2/Bax, es importante destacar que en este
experimento se observé que la apoptosis se presentaba bajo un mecanismo
dependiente de Ca** y que las sefales de supervivencia fueron dependientes del
estado redox vias PI3K/Akt en las células BAVEC (Niwa y col., 2003).

De esta manera, cabe destacar la importancia de evaluar la expresion de Bax en
eventos donde se encuentra implicado el estrés oxidativo y las repuestas celulares

en respuesta a esté.
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2. ANTECEDENTES

Resultados recientes obtenidos en el Laboratorio de Envejecimiento Celular, de la
UAM-Iztapalapa, muestran una proteccion en la proliferacion de cultivos primarios
de fibroblastos de pulmoén de ratdon que han sido transfectados para que
sobreexpresen la proteina Bcl-2, cuando se someten a estrés oxidativo. Aunado a
la proteccion, se encontré que Bcl-2 induce aumento en el numero de células
senescentes, lo que sugiere que las células transfectadas con Bcl-2 activan
mecanismos antioxidantes y de reparacién, los cuales no han sido determinados
hasta el momento (Lépez Diaz-Guerrero, 2005).

Nuestro grupo de trabajo también demostré6 que la concentracion de Bcl-2
determinada en homogeneizados de pulmoén, higado, rifiones y bazo de raton,
aumenta gradualmente en funciéon directamente proporcional con la edad del
organismo, desde recién nacidos y hasta 24 meses de edad (Lépez-Araiza y col.,
2006). Sin embargo, si se obtienen cultivos primarios de fibroblastos de pulmén
provenientes de ratones jovenes (2 meses) y viejos (12 meses) y se les cultiva
hasta llegar a la senescencia in vitro, el contenido de Bcl-2 no aumenta, por lo que
es probable que sea necesario un estimulo para que aumente la expresion de esta
proteina. Esto sugiere que el estrés oxidativo al cual se ven sometidos los
organismos a lo largo de su vida es al menos en parte, el responsable del
incremento en la concentracién de Bcl-2 que se observé en los homogenizados de

pulmones de ratones sacrificados de diferentes edades (Konigsberg y col., 2004).
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3. JUSTIFICACION

En México, la esperanza de vida de las personas ha aumentado considerablemente
y con ello se ha incrementado la poblacién de adultos mayores con un promedio de
edad de alrededor de los 65 afos. Asi mismo, se ha observado que en este grupo
de la poblacion se han aumentado algunas enfermedades relacionadas con el
envejecimiento como las enfermedades cardiovasculares, la osteoporosis, las
enfermedades neurodegenerativas entre las que destaca el Alzheimer y algunas
otras como la diabetes mellitus y la artritis reumatoide entre las mas destacadas,
sin embargo, la relacion de estas enfermedades con el envejecimiento, no esta del
todo entendida; por lo que es necesario conocer los mecanismos bioquimicos,
celulares y moleculares que se presentan durante el envejecimiento.

En el gobierno de México, se han aprobado leyes que garantizan la atencion a la
problematica de los adulos mayores en las que se les garantice una mejor calidad
de vida, entre ellas destaca la Ley integral para adultos mayores que en su articulo
12 dice lo siguiente: “El Estado debera garantizar las condiciones éptimas de salud,
nutricion, vivienda, desarrollo integral y seguridad social a las personas adultas
mayores. Asimismo, debera asegurar a todos los trabajadores una preparacion
adecuada para la jubilacién”, de esta manera, resulta de gran importancia las
investigaciones que se realicen para entender de los mecanismos que se
presentan en el envejecimiento y aportar la mayor cantidad de informacion para
cumplir con los objetivos sociales que tiene la ciencia con el desarrollo del pais y la

atencion a todos sus ciudadanos.
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El envejecimiento de acuerdo a la teoria de Harman, esta estrechamente
relacionado a fendbmenos que tienen que ver con el estrés oxidativo, por lo que la
investigacion de la relacion de este proceso con moléculas que participan en los
mecanismos oxidativos es de relevante importancia para el entendimiento del
envejecimiento; puesto que la proteina Bcl-2 esta estrechamente relacionada con
los eventos de estrés oxidativo, es posible que su expresion pudiera estar
vinculada con el control de la respuesta antioxidante y con los mecanismos de
reparacion, asi como con la regulacién del ciclo celular y la senescencia,
fendmenos relacionados con la induccion del envejecimiento.

Por otra parte, ahora se sabe que es imposible separar los fendbmenos de apoptosis
de cancer y de senescencia, ya que muchas de las proteinas que participan en sus
vias metabdlicas son compartidas. Este es el caso de la proteina Bcl-2, la cual
participa en los tres fendmenos, por lo que el entendimiento de la funcion de Bcl-2,
el mecanismo por el que se induce su expresion y los puntos de su regulacion,
tanto de su funcion como de su expresidn en las diferentes rutas, es muy
importante para un futuro tratamiento terapéutico del cancer y otras enfermedades
asociadas al fendbmeno del envejecimiento. De manera que resulta interesante
investigar la relacién entre la expresién de la proteina Bcl-2 en condiciones de
estrés oxidativo y correlacionarla con los diversos eventos antes mencionados, por
lo que este estudio permite sentar las bases para investigaciones posteriores que
ayudaran a relacionar la expresién de proteinas vinculadas con varios procesos
celulares relacionados al envejecimiento.

El esclarecer si el estrés oxidativo inducido con diferentes concentraciones de H,0,

interfiere en la sintesis de Bcl-2 y si esta respuesta, tiene que ver con la
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participacion de dicha proteina en la supervivencia celular, la respuesta
antioxidante, el dafio al ADN generado por dicho estrés y sobre todo el mecanismo
de senescencia como supresor de tumores, todos ellos importantes en la
comprensiéon del fendmeno del envejecimiento, ayudaran a dar un paso importante
en la comprension de este fendmeno y con ello, empezar el disefio de estrategias

que estén dirigidas a tratar de minimizar el deterioro asociado al envejecimiento.
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4. OBJETIVO

Determinar el efecto de la induccion de un estado de estrés oxidativo sobre la
expresion de la proteina Bcl-2 y sobre el indice de supervivencia celular, de
acuerdo a la relacion Bcl-2/Bax, en la linea celular de fibroblastos de pulmén de

ratéon L-929.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la morfologia de la linea celular de fibroblastos de pulmén de
ratén L-929 en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de H,O..

e Determinar la viabilidad y funcionalidad de las células de fibroblastos de
pulmén de ratén L-929, sometidas a diferentes concentraciones de H,0..

e Determinar el tiempo de maxima expresion del ARNm que codifica para Bcl-
2 ante un estado de estrés oxidativo.

e Determinar la expresion de Bcl-2 frente a diferentes concentraciones de
H,0..

e Determinar la expresibn de Bax en ausencia y presencia de diferentes
concentraciones de H20».

e Determinar el indice de expresion Bcl-2/Bax a diferentes concentraciones de

H20..
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5. HIPOTESIS

La proteina Bcl-2 favorece la supervivencia celular y tiene funcion antioxidante, de
modo que al exponer a los fibroblastos de pulmén de ratén de la linea L-929 a un
estado de estrés oxidativo, inducido con diferentes concentraciones de HyO», se
espera que la expresion del ARNm que codifica para Bcl-2 aumente en forma
proporcional a la concentracién de H,O; y, por lo tanto, se modifique el indice de
expresion Bcl-2/Bax, y se induzca aumento en la supervivencia y funcionalidad

celular.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MODELO BIOLOGICO

La linea celular L-929, se obtuvo en Marzo de 1948 por K:K. Sanford, W.R. Earle y
G.D. Likely a partir de la linea parenteral de la cepa L, que se obtuvo de tejido
subcutaneo aerolar y adiposo normal de un cultivo de 100 dias, proveniente de un
ratdbn macho de la cepa C3H/An; la clona 929, fue la primera cepa procesada y esta
se estabilizé hasta el subcultivo 95 de la cepa parenteral L.

Los fibroblastos de la Linea celular L-929 crecen en monocapa, presentan un
cariotipo hiperploide (61-67 cromosomas); tienen un tiempo de duplicacién de
alrededor de 21-24 horas, cuando se encuentran en una concentracién de 4.8X10°
células/ 25cm? (Sanford y col. 1948). Esta linea celular se utiliza en una gran
variedad de estudios bioldgicos, entre los que destacan los que se refieren a TNF y

a los de estrés oxidativo.

6.2 CULTIVO CELULAR

Se utilizoé la linea celular de fibroblastos de pulmon de ratén L-929 que se cultivé en
medio Eagle modificado (MEM) suplementado con 5% de suero fetal de bovino
(GIBCO, BRL), 5% de suero de ternera (GIBCO, BRL) y 1% de antibiotico-
antimicotico (Antibac, GIBCO, BRL). Las células se mantuvieron en una incubadora
humeda a 37°C y 5% de CO,. El medio de cultivo se cambid cada tercer dia y las
células se cosecharon utilizando tripsina y se resembraron al llegar a confluencia.
Todos los experimentos de este trabajo se realizaron de manera independiente en

cultivos confluentes y en cultivos no confluentes, para determinar si la inhibicién de
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proliferacion por contacto tenia algun efecto sobre la expresion de Bcl-2 y los
parametros de supervivencia y funcionalidad celular. En ambas condiciones de
cultivo no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos, por
lo que se decidido que los experimentos fueran realizados en cultivos no

confluentes.

6.3 DETERMINACION DEL TIEMPO MAXIMO DE EXPRESION DEL ARNm QUE
CODIFICA PARA Bcl-2

Para establecer el tiempo en el cual se observaba la maxima expresion de Bcl-2,
se indujo el estado de estrés oxidativo en la linea celular L929 mediante la adicion
de H>O; a la concentracion de 50uM durante 3, 6, 9 y 12 horas. Para determinar la
expresion del ARNm que codifica para Bcl-2 a los tiempos antes mencionados, se
sembraron por triplicado, 2.5 X 10° células en cajas Petri de 10 cm de diametro.
Después de 24 horas de sembradas, las células se duplicaron aproximadamente a
5 X10° células y en ese momento se procedié a administrar la concentraciéon de
H,0, para inducir el estado de estrés oxidativo; después de transcurrido el tiempo
de los tratamientos, las células se lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS del idioma inglés Phosphates buffer solution) y se procedié a la extraccion del
ARN total.

6.3.1 Extraccion de ARN total

Se aisl6 el ARN total a partir de 5 X10° células, adicionando 1 mL del reactivo de
TRIZOL (Invitrogen) directamente sobre las placas de cultivo y despegando las

células con gendarme. Se recuperd toda solucién y se centrifugé a 2500 X g
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posteriormente se adiciono un volumen de 0.5 mL de perlas de vidrio de 2 um de
diametro, se homegenizaron en vortex durante 10 segundos y se colocaron en
hielo durante 1 minuto. Con la finalidad de romper a las células, se repitié este paso
4 veces mas. Posteriormente se adicionaron 200 yL de cloroformo puro grado
biologia molecular y se agitd por inversion vigorosamente. El contenido se trasvasoé
a un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo y estéril, se dejé que la muestra reposara
durante 5 minutos a temperatura ambiente. En este paso se observd la separacion
de la solucion en tres fases: una color rojiza correspondiente a la fase organica,
una interfase blanca donde se localizan principalmente las proteinas y otra incolora
donde se localizan los acidos nucléicos. Posteriormente se centrifugd a 12000 X g
durante 15 minutos; se tomo la fase superior del centrifugado, teniendo precaucion
en no tocar la fase blanca y no mover bruscamente ya que al tocarla o mezclarla se
contamina el producto deseado.

Al producto recuperado se le adicionaron 500 uL de isopropanol puro frio, grado
biologia molecular, con la finalidad de precipitar el ARN total, se agitd por inversion
y se dejo reposar durante 24 horas a —80 °C. Posteriormente se centrifugd a 12000
X g durante 15 minutos; se decanto el sobrenadante y se adicion6 1 mL de etanol al
70%(v/v) en agua con DEPC. Se agité en vortex hasta despegar el boton y se
centrifugd a 7500 X g durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante y se seco el
botdn al vacio, éste se resuspendid en 20ul de agua con DEPC y se almacend la
muestra a -80°C, para posteriormente verificar la integridad de ARN total

(Chomczynski y Sacchi, 1997, Chomczynski, 1993).
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6.3.2 Integridad de ARN total

La integridad del ARN total se verific6 mediante electroforesis en geles de azarosa
al 1% (p/v) en condiciones desnaturalizantes, la agarosa se disolvié en agua DEPC
en 70%, formaldehido al 20% y solucion amortiguadora MOPS 10X al 10%. Se
tomaron 5 pL de la muestra y se le adicion6 5 pL de FMF (Formamida- MOPS 10X-
Formaldehido), se incubaron 5 minutos a 75° C y posteriormente se adicionaron 2
ML de LB (amortiguador de cargado, “loading buffer”), para ARN y 0.2 uL de
bromuro de etidio con una concentracién de 10 mg/mL. Se depositd la muestra en
el gel de agarosa vy se corrio la electroforesis con un amortiguador de corrida
MOPS 1X, se verificaron en el foto-documentador las 3 bandas integras de ARN y
que no se presente barrido, como prueba de un ARN integro y se procedi6 a la

reaccion de retrotranscripcion.

6.3.3 Reaccion de retrotranscripcion

Se utilizo el estuche comercial SUPERSCRIPT (Invitogen) y se emplearon como
oligonucledtidos de alineamiento hexameros al azar. Se preparé una mezcla para
la reaccion de retrotranscripcion donde se colocaron 5 yL de ARN total de la
muestra en un tubo Eppendorf de 200 L, junto con 2 pyL de hexameros al azar a
una concentracion de 10mM, 1 pL de la mezcla de los dNTP's 10 mM y 2 uL de
agua DEPC. La mezcla preparada se incub6 a 65° C durante 5 minutos y después
de transcurrir este tiempo se coloco en hielo durante 1 minuto. Posteriormente se
adicionaron 2 pyL de amortiguador para RT 10X, 2 yL de MgCl, 50 mM, 2 uL de
DTT 0.1M y 1 pyL de RNAgsz0ut, se incubd 2 minutos a temperatura ambiente y se

agrego 1 uL de la enzima Super Script SS Il. Se incub6 a temperatura ambiente
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durante 10 minutos y posteriormente se incubd a 42° C durante 50 minutos. Para
detener la reaccion se incub6 a 70 °C durante 15 minutos. El producto se utilizé

para la reaccion de PCR.

6.3.4 Reacciéon de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del idioma inglés Polimerase Chain
Reaction) se realizdé durante 35 ciclos, con las siguientes condiciones para cada
ciclo: 94 °C como temperatura de desnaturalizacién, durante 30 segundos, 72 °C
como temperatura de elongacién durante 30 segundos y 57 °C como temperatura
de alineamiento de los oligonucleétidos durante 30 segundos; la temperatura final
de elongacion fue de 72 °C durante 3 minutos para la coamplificacién de Bcl-2 y
ciclofilina.

La PCR para la amplificacion de Bax se realizé durante 35 ciclos, con las siguientes
condiciones para cada ciclo: 94 °C como temperatura de desnaturalizacion, durante
30 segundos, 72 °C como temperatura de elongacion durante 30 segundos y 56 °C
como temperatura de alineamiento de los oligonucledétidos durante 30 segundos; la

temperatura final de elongacion fue de 72 °C durante 3 minutos.

Las secuencias de oligonucleétidos que se utilizaron para la amplificacion del
ARNm de Bcl-2 fueron las siguientes: sentido 5’TCA TGA AGA CAG GGG CCT
TTT 3’y antisentido 5 TGG AGC TGC AGA GGATGATTG 3.

Para la amplificacion de Bax se utilizaron las siguientes secuencias de oligos:
sentido 5° GAA CAG ATC ATG AAG ACA GG3 y antisentido 5 GCA AAG TAG

AAG AGG GCA AC 3. Como control de normalizacién se utilizé al ARNm que
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codifica para el gen constitutivo de la proteina ciclofilina y para la amplificacién del
ARNm que codifica para esta se utilizaron los siguientes oligos: sentido 5 TTG
GAC AAT GGA CTG GTT GA3’ y antisentido 5 GTA GAG TGG ATG GTC AGT G
3.

La reaccion de PCR se prepard de la siguiente manera: para coamplificar Bcl-2 y
Ciclofilina, se colocaron 5 uL de amortiguador de PCR, 1.5 yL de MgCl, 50 mM, 1
ML de mezcla de ANTP’s 10 mM, 0.3 uL de oligo-sentido para ciclofilina, 0.3 uL de
oligo-antisentido para ciclofilina 20 mM, 1 uL de oligo-sentido para Bcl-2, 1 uL de
oligo-antisentido para Bcl-2, 0.3 pL de la enzima Taq polimerasa, 5 yL del producto
de la reaccion de retrotranscripciéon y 34.6 yL de agua ultrapura para PCR; la

reaccion de PCR se llevd a cabo a las condiciones antes mencionadas.

6.3.5 Electroforesis
Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.2% con TBE 0.5X a 80 mV
durante 1 hora. El gel se cargdé con 10 pL del producto de PCR, 2 uL de LB para

ADN vy 0.2 yL de bromuro de etidio 10mg/mL.

6.3.6 Expresion de Bcl-2

El analisis de la expresiéon del ARNm para Bcl-2 se realizd por densitometria,
utiliando el fotodocumentador Kodak IMAGEN GEL DOC, y el software Kodak 3.1
analizer. Se seleccionaron las bandas tanto de Bcl-2 y de ciclofilina, y se corrigio el
rango de lectura con la funcién de analisis de maxima absorcion. Los valores se
normalizaron tomando en consideracién que el valor de expresion del ARNm para

ciclofilina fue de 1.0
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6.4 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LA EXPRESION DE Bcl-2 y Bax
ANTE DIFERENTES RETOS OXIDATIVOS

Una vez determinado que el tiempo de maxima expresion del ARNm que codifica
para Bcl-2 fue de 9 horas, se procedido a determinar la expresion de Bcl-2, asi
como, de Bax ante diferentes concentraciones de H,O,. Para ello se sembraron
por triplicado, 2.5 X10° células en cajas petri de 10 cm. Pasadas 24 horas, cuando
existen 5 X10° células, se les administraron tratamientos con 0, 50, 100, 150 y 200
MM de H;O, durante 9 horas. Una vez transcurrido este tiempo, la células se
lavaron con PBS y se procedio a aislar y cuantificar la expresion del ARNm que
codifica para Bcl-2 y Bax con las técnicas de TRIZOL y RT-PCR semicuantitativo

antes descritas.

6.5 MORFOLOGIA CELULAR

La morfologia celular se analizé y comparé en los tratamientos antes mencionados,
por medio de microscopia Optica con un microscopio invertido Carl Zeiss modelo
Axiovert 25. Las muestras se observaron sin ningun tipo de tincién utilizando el
objetivo de 20X vy para fotografiarlas se utilizé un tubo adaptador B-52 SOLIGOR
G3 para una camara Canon PC-1049. Las fotografias se procesaron con el

software REMOTE CAPTURE versién unica.
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6.6 VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular fue evaluada en los tratamientos antes mencionados para
determinar el tiempo de maxima expresion de Bcl-2, asi como, en la determinacién
de la cinética de expresion del ARNm que codifica para Bcl-2 ante diferentes retos
oxidativos. Para ello se sembraron 2 X 10° células en pozos de 3cm por triplicado
para cada concentracion, asi como para el lote control el cual no tuvo tratamiento.
En los experimentos para determinar el tiempo de maxima expresion para el ARNm
que codifica para Bcl-2, se adicioné una concentracion de 50 y 100 uM de HO,
durante 3, 6, 9 y 12 horas. Una vez pasado el tiempo de cada tratamiento, las
céluas se despegaron con tripsina-EDTA 0.25%, posteriormente se inactivo la
actividad de la enzima adicionando 1 mL del medio MEM con suero; se
homogenizo6 la solucion y se cuantificd la viabilidad celular con el equipo CELL
VIABILITY ANLIZER VI CELL (BECKMAN COULTER), que utiliza el principio de
exclusion de azul tripano. EI mismo procedimiento se utilizd para determinar la
viabilidad celular en los tratamientos para determinar la cinética de expresion de
Bcl-2 ante diferentes retos oxidativos en los que se utilizaron las concentraciones

de 0, 50,100, 150 y 200 uM de H,0O, durante 9 horas de exposicion.

6.7 DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL (ENSAYO
MTT)

Esta técnica se utilizé para evaluar la actividad mitocondrial de manera indirecta
(Mosman, 1983). El principio de la técnica se basa en la reduccién del MTT (3-(4,5-

dimetil tiazol-2-il)-2,5,difenil bromuro de tetrazolio) gracias a la transferencia de
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electrones que provienen del complejo succinato deshidrogenasa de la cadena de
respiratoria, lo cual forma un precipitado de sal formazan de color azul el cual
puede ser detectado por colorimetria.

Para realizar el ensayo se sembraron por triplicado 2 X10° células en pozos de 3
cm, se retiré el medio para cada tratamiento y las células se lavaron con PBS. Se
retiré el PBS y se adiciond 1 mL de MTT (SIGMA) (0.5mg/mL, pH= 7.5). Las células
se incubaron durante 3 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se retiréo el MTT y se
agregaron 800 uL de solucion de extraccion (HCI 0.04 M en isopropanol) a cada
pozo. Las placas de cultivo se colocaron sobre un plato de agitacion (Thermolyne
AROS 160) durante 15 minutos a temperatura ambiente para disolver el formazan.
El contenido de formazan en cada pozo se determind midiendo la absorbancia a
una longitud de onda de 570nm en un espectrofotometro (Beckman DU 640). El
valor de fondo se midi6 a 630 nm y ese valor se resto a la determinacién. La
funcionalidad mitocondrial se determiné como densidad o6ptica (D.O.) por numero
de células y los resultados se presentan normalizados.

6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por triplicado en al menos tres eventos
independientes. Los datos se analizaron por medio de ANOVA y Tuckey con un

valor de a £ 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LA EXPRESION DE Bcl-2 A

DIFERENTES TIEMPOS FRENTE A UN MISMO RETO OXIDATIVO.

7.1.1 Morfologia de los cultivos en presencia de H,0;

La morfologia celular de los fibroblastos de pulmdn de ratén de la linea L-929 se
observo como “fusiforme” en los cultivos no confluentes, mientras que la forma que
adoptaron en los cultivos en confluencia era de tipo irregular o “empedrada’.
Ambos cultivos se sometieron a estrés oxidativo con 50 uM de H;O,, y los dos
presentaron cambios a partir de las 9 horas de tratamiento, con lo que se descarté
la influencia de la inhibicién de la proliferacion por contacto en los cambios
morfologicos. Los cambios mas evidentes se presentaron a las 12 horas: Estos
cambios consistieron en el aumento de la refringencia y una tendencia a la
esferificacion y vacuolarizaciéon celular en cultivos en confluencia y no confluentes

como se puede apreciar en la figura 1.

CONTROL 3 HORAS 6 HORAS 9 HORAS 12 HORAS

CONFLUENCIA

SIN
CONFLUENCIA

Figura 1: MORFOLOGIA CELULAR DE LOS FIBROBLASTOS DE PULMON DE RATON
DE LA LINEA L-929

Los fibroblastos de pulmén de ratén de la linea L-929 se sometieron a estrés oxidativo con
50uM de H,O; durante diversos intervalos de tiempo. Aumento 200X
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Todos los experimentos de este trabajo se realizaron tanto en cultivos confluentes
como no confluentes. Sin embargo, como en ningun caso se observo diferencia
entre ellos, a partir de ahora, sélo se mencionaran los resultados obtenidos con los
cultivos que no se encontraban en confluencia.

7.1.2 Viabilidad y funcionalidad de los cultivos en presencia de H,0;

La viabilidad celular de determiné mediante ensayos de exclusion de azul tripano y
la funcionalidad mitocondrial (MTT). EI numero total de células contabilizadas por el
método de exclusion de azul tripano no presentd diferencias estadisticamente
significativas, al ser incubadas con 50 pyM de H,0O,, entre los diferentes intervalos
de tiempo como se puede apreciar en la figura 2. Sin embargo, la funcionalidad
mitocondrial tuvo una disminucion del estadisticamente significativa del 40% a

partir de las 3 horas, como se indica en la figura 3.

250 -
200
150 -
100 -
50
0 ‘ ‘
6 9 12

CONTROL 3
Figura 2: VIABILIDAD CELULAR TIEMPO (Horas)

El ndmero de células viables de cultivos no confluentes se determiné mediante la técnica de azul de tripano, como
se describe en material y métodos. Los fibroblastos de pulmén de ratén de la linea L-929 fueron sometidos a
tratamiento con 50uM de H,O, . Los resultados son el promedio de 3 experimentos independientes realizados por
triplicado, por lo que cada se representa una n = 9 y presentan un valor de a < 0.05

n=9
o= 0.05

TOTAL DE CELULAS X 1000
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Figura 3: FUNCIONALIDAD CELULAR
La funcionalidad celular se determind por la técnica de MTT, como se describe en material y métodos. Los fibroblastos de
pulmoén de ratdn de la linea L-929 fueron sometidos a tratamiento con 50uM de H,O, . Los resultados se encuentran
normalizados en porcentaje con respecto al control. Los resultados son el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado, por lo que cada dato representa una n = 9. Los * indican diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el control con un valor de a< 0.05.

7.1.3 Tiempo de maxima expresion de Bcl-2

El tiempo de maxima expresion de Bcl-2 fue determinada por la técnica de RT-PCR

semicuantitativo en donde se coampliflicd junto con ciclofilina como gen de

normalizacion, los resultados indican un aumento del 32% en la expresion con

respecto al lote control con una a <0.05 a las 9 horas de tratamiento 50 uM de H,0-

como se observa en la figura 4.

7.2 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LA EXPRESION DE Bcl-2 ANTE

DIFERENTES RETOS OXIDATIVOS

Una vez conocido el tiempo de expresiéon maxima del ARNm que codifica para la

proteina Bcl-2, se procedid a realizar los mismos experimentos sometiendo a las
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células a diferentes retos de estrés oxidativo: 0, 50, 100, 150 y 200 uyM de H,O»

durante 9 horas.
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Figura 4. TIEMPO DE MAXIMA EXPRESION DEL ARNm QUE CODIFICA PARA Bcl-2
Las células de fibroblastos de pulmén de ratén L-929 en cultivos no confluentes se trataron con 50pm de H,O, a diferentes
imtervalos de tiempo. Los resultados son valores normalizados con respecto al control y son el promedio de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado, por lo que cada dato representa una n = 9. El asterisco * indica diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el control con un valor de a < 0.05.

7.2.1 Morfologia de los cultivos en presencia de diferentes dosis de H,0;

Los fibroblastos L929 sometidos a diferentes concentraciones de H,O, presentan
cambios morfologicos consistentes en el aumento de células esféricas,
vacuolarizadas y con mayor refringencia, como indicio de dafio en todos los
tratamientos durante 9 horas, sin embargo, la mayoria de los cambios se presentan
en los tratamientos con 150 y 200uM de H;0O; en cultivos no confluentes, como se
puede observar en la figura 5.

Estos experimentos también se realizaron tanto en cultivos confluentes como no

confluentes. No obstante, en este caso tampoco se observo diferencia entre ellos,

40



RESULTADOS

por lo que sblo se mencionaran los resultados obtenidos con los cultivos que no se

encontraban en confluencia.

CONTROL

CONFLUENCIA

SIN
CONFLUENCIA

Figura5: MORFOLOGIA DE LOS FIBROBLASTOS DE PULMON DE LA LIiNEA L-929 INCUBADOS
CONCONCENTRACIONES CRECIENTES DE H,0,

Los Fibroblastos de pulmén de ratén de la linea L-929 se sometieron a estrés oxidativo por 9 horas a diferentes

concentraciénes de H,O,.

Aumento 200X

7.2.2 Viabilidad y funcionalidad de los cultivos en presencia de diferentes
dosis de H20;

La viabilidad celular determinada para las células sometidas a las diferentes
concentraciones de H»O, muestra una disminucion estadisticamente significativa
en los tratamientos con 200uM de H2O, con una a < 0.05, como se indica en la
figura 6. Mientras que la funcionalidad mitocondrial se disminuyé en un 40% en

todos los tratamientos con una a <0.05, como se puede observar en la figura 7.
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Figura 6: VIABILIDAD CELULAR A DIFERENTES DOSIS DE H,0,

El nimero de céluas viables se determind mediante la técnica de azul de tripano, como se describe en material y
métodos. Los fibroblastos de pulmén de ratén de la linea L-929 fueron sometidos a tratamientos con diferentes
concentraciones de H,O, por 9 horas. Los resultados son el promedio de 3 experimentos independientes realizados
por triplicado, por lo que cada dato representa una n = 9. El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el control con un valor de a < 0.05.

7.2.3 Expresion de Bcl-2 en presencia de diferentes dosis de H;0;

Los niveles de expresion del ARNm de Bcl-2 normalizados por coamplificacién con
ciclofilina indican que la maxima expresion estadisticamente significativa se
encontré cuando los fibroblastos de pulmén de ratéon de la linea celular L-929
fueron sometidos a un tratamiento con 50uM de H,O, durante 9 horas con una
p<0.05 con respecto al control. Mientras que los niveles de expresion del ARNm
que codifica para Bcl-2 no presentaron cambios estadisticamente significativos en
los niveles de expresion en los tratamientos con 100, 150 y 200uM de H»0..
Aunque se puede observar un ligero aumento que va desde el 5 al 15%, esta
variacion no representa una diferencia estadistica significativa como se puede

apreciar en la figura 8.
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Figura 7: FUNCIOMALIDAD CELULAR FRENTE A DIFERENTES DOSIS DE Hy0,

La funcionalidad celular se determind mediante |a tecnica de MTT, como se describe en matenal v métodos. Los
fibrablastos de la lihea L-929 fueron sgmetidos a los diversos tratamientos con de H; O par 9 horas. Los resultados se
encuentran normalizados en porcentaje con respecto al contral ¥ son el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado, par lo que cada dato representa una n = 9 Los #% indican diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el contral con un valor de ps 0.05.

7.3 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LA EXPRESION DE Bax ANTE
DIFERENTES RETOS OXIDATIVOS

Los niveles de expresion del ARNm que codifica para la proteina proapoptética Bax
fueron determinados por RT-PCR semicuantitativo, utilizando al ARNm que codifica
para la proteina Ciclofilina como gen de normalizacion. Los niveles de expresion
del ARNm para Bax disminuyen en los tratamientos con 50 y 100uM de H;0,.
Mientras que en los tratamientos con 200 pM aumentan de manera

estadisticamente significativa, como se puede observar en la figura 9.
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Figura 8. EXPRESION DEL ARNm QUE CODIFICA PARA Bcl-2 A DIVERSAS CONCENTRACIONES DE H,0,

Lalinea celular L-929 se tratd con diversas concentracions de H,O, por 9 horas. El ARM total se aislé por la técnica de trizol y se
realiza un RT-PCR como se decribe en material v métodos Los resultados son el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado, por lo que cada dato representa una n = 9. El asterisco g indica diferencias estadisticamente
significativas en comparacian con el control con un valor de o £ 005,

7.4 INDICE DE EXPRESION Bcl-2/Bax

Los niveles de expresiéon del ARNm que codifica para la proteina antiapoptética
Bcl-2, comparados con los niveles de expresion del ARNm que codifica para la
proteina proapotética Bax, con la finalidad de determinar el estado fisioldgico en la
que se encontraban los fibroblastos L-929 después de ser sometidos a los
diferentes tratamientos con H,O; durante 9 horas.

Para obtener el indice Bcl-2/Bax se realizd un cociente con los valores obtenidos
por densitometria para el ARNm de cada uno de ellos. Un valor menor a 1.0 se
asocié a un estadio apoptético, mientras que un indice mayor a 1.0 se asocié con
un estadio de supervivencia celular. Los valores del indice Bcl-2/Bax para los

tratamientos con 50 y 100 uM de H,0O, durante 9 horas presentan un valor mayor a
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1.0 (3.1021 y 1.0274 respectivamente) lo que sugiere un estadio de supervivencia
celular; el tratamiento con 150 yM tiene obtuvo valor de 0.9615, lo que indica un
estado de equilibrio celular, mientras que el tratamiento con 200 uM de H,O,,
presenta un valor de 0.6146, lo que apunta hacia un estado de muerte celular. Los

resultados se presentan en la tabla 1.
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Figura 9. EXPRESION DEL ARNm QUE CODIFICA PARA Bax A DIVERSAS CONCENTRACIONES DE H,0,

La linea celular L-929 se tratd con diversas concentracions de H,O; por 9 horas. El ARN total se aisl6 por la técnica de trizol y se
realizd un RT-PCR como se decribe en material y métodos. Los resultados son el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado, por lo que cada dato representa una n = 9. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas
en comparacion con el control con un valor de a < 0.05.

s
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TRATAMIENTO

INDICE Bcl-2 / BAX

50 uM

3.1021% 0.42

100 uM

1.0274+ 0.28

150 uM

0.9615% 0.26

200 uM

0.6146% 0.29

Tabla 1. INDICE DE LA EXPRESION DEL ARNm DE Bcl-2/ Bax A DIVERSAS CONCENTRACIONES DE H,0,

Se realiz6 un cociente de los resultados obtenidos por densitometria para las expresiones de Bcl-2 y Bax, los valores
presentados fueron con normalizados con respecto al control, los resultados son el promedio de 3 experimentos
independientes por triplicado, representando una n=9 y con un valor de a < 0.05.
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8. DISCUSION

El envejecimiento es un fendmeno que se asocia al estrés oxidativo (Harman1956;
Ames y col. 1993; Yu 1996; Yu y Yang 1996; Sohal y Orr 1995), por lo que el
analisis del mecanismo celular de la respuesta antioxidante cuando se induce un
estado de estrés oxidativo, representa un alcance en el entendimiento del
fendmeno del envejecimiento. Se sabe que la sobreexpresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-2 puede proteger a las células de la muerte celular por
apoptosis mediada por ROS (Lépez Diaz-Guerrero, 2005). Sin embargo, el
mecanismo por el cual Bcl-2 lleva a cabo dicha proteccidn es todavia desconocido.
Por si misma, la proteina Bcl-2 no posee una actividad antioxidante (Hockenbery y
col. 1993); pero indirectamente ayuda a incrementar o activar los mecanismos
enddgenos de respuesta antioxidante, en donde destacan el aumento en los
niveles de GSH y de la actividad de la superéxido dismutasa mitocondrial (MnSOD)
(Hildeman y col. 2003). En el presente trabajo se encontré6 que el tiempo de
maxima expresion de la proteina antiapoptotica Bcl-2 se presenta a las 9 horas de
tratamiento con una concentracién de 50 yM de H,O,. Durante este estado de
estrés oxidativo, no se presentan cambios en la morfologia y viabilidad celular,
mientras que la funcionalidad celular se ve disminuida en un 40% en todos los
tiempos y concentraciones de incubacion con H,O,. Por lo que surge la idea de
que regulacién de la expresidon del ARNm que codifica para la proteina Bcl-2
pudiera ser un evento que responde a la modificacion del estado redox celular, y

por tanto, pudiera estar regulados por el factor nuclear de transcripcion NF-kB, el
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cual responde a estimulos oxidantes que modifican el estado redox celular y que
ademas se sabe que es uno de los factores de transcripcion que amplifican la
expresion de Bcl-2 (Jang, 2004). La respuesta antioxidante a dichos eventos
culminaria con el aumento en la expresion de la proteina Bcl-2 como mecanismo
de supervivencia. Simultaneamente a este evento se expresarian otras proteinas
que regulan el estado redox celular entre las que destacan la enzima SOD
citosdlica, la enzima yGCS y la enzima hemoxigenasa 1 (Haddad, 2004; Rhman,
2005). Los anterior mediante la via de sefalizacion transduccional JNK, que activa
la respuesta mediada por el factor de transcripcién AP-1, el cual tiene como blanco
de expresion los genes de las proteinas antes mencionadas en respuesta a

cambios el estado redox celular (Galter, 1994).

No obstante, al incrementar la concentracion de H,O, (200 yM durante 9 horas), se
observaron cambios morfoldgicos en las células L-929, asi como una disminucion
en la viabilidad y funcionalidad celular. Asi mismo, se encontré que al aumentar el
reto oxidativo, la expresién de la proteina Bcl-2 regresoé a los niveles basales. De
modo que al parecer, esta regulacion no funciona de la misma manera cuando el
estado redox celular se modifica de manera drastica.

Al evaluarse los niveles de expresion de la proteina proapoptética Bax se encontrd
un ligero aumento de alrededor el 20% bajo las mismas condiciones de tratamiento,
y el indice de expresién Bcl-2/Bax obtuvo un valor de 0.61 lo que sugiere que las
células no pueden manejar el reto oxidativo, que posiblemente genere dafios que

modifiquen la respuesta celular, y que por tanto, la llevan a la muerte.
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Todo lo anterior sugiere que los eventos que inducen la expresion de la proteina
Bcl-2 y logran promover la supervivencia celular, puede estar modulados por
cambios “sutiles” o fisiolégicos del estado redox, pero que son inutiles cuando el
estrés oxidativo es intenso.

Sin embargo, hay algunos puntos que no son faciles de explicar en cuanto a la
expresion del ARNm que codifica para la proteina Bcl-2, principalmente el que los
niveles de expresion son iguales en los tratamientos con 100, 150 y 200 uM de
H,O, a los que se presentan en el lote control. Aunque es evidente que la
morfologia, la viabilidad y la funcionalidad celular son diferentes en el tratamiento
con 200 uM, los niveles de expresion de Bcl-2 son los mismos que en el control. De
igual manera, el indice Bcl-2/Bax no proporciona un valor como para determinar
que los niveles de Bax anulen en su totalidad a los de Bcl-2, y de esta forma la
respuesta celular sea la de seguir una via de muerte celular.

Para tratar de explicar esto, existen varias posibilidades, una de ellas es que la
poblacion celular sea heterogénea, y que las células no se encuentren en la misma
etapa del ciclo celular y por ello su respuesta al estrés sea diferente, y con ello la
expresion de Bcl-2. Para contrarrestar el resultado observado en un cultivo celular
heterogéneo, la solucion podria ser sincronizar el cultivo celular, disminuyendo la
cantidad de suero fetal de bovino, con lo que se disminuiria la taza de proliferacion
y las células estuvieran en la misma etapa del ciclo. Por otra parte, es probable
que los niveles de expresion de la proteina Bcl-2 se vean sometidos no solo a la
regulacion de su expresion, sino que también a su localizacién en las diferentes
membranas bioldgicas. Esto explicaria los diversos papeles que juega Bcl-2 en los

diferentes procesos celulares en los que se ve involucrada. Se ha reportado que
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cuando se induce apoptosis via TNF-qa, la concentracién de la proteina Bcl-2 en la
membrana nuclear aumenta, favoreciendo la vacuolarizacion y la formacién de
cuerpos apoptéticos (Hoetelmans, y col. 2000). En otros reportes se ha demostrado
que el aumento de Bcl-2 en la membrana externa mitocondrial favorece la
preservacion del potencial electroquimico, evitando la liberaciéon del citocromo ¢ e
inhibiendo la via de senalizacion de apoptosis mitocondrial (Baliga y Kumar, 2002).
En cuanto a los reportes descritos con respecto a su funcion en el reticulo
endoplasmico, son controversiales, ya que en algunos se piensa que al aumentar
Bcl-2 en esta membrana, se promueve la sefalizacion para el proceso celular de
apoptosis, sin embargo, en otros reportes se sugiere que el aumento en las
concentraciones de Bcl-2 trae consigo un aumento en la actividad o presencia de
las enzimas del sistema de respuesta antioxidante enddgenas, en el que Bcl-2
juega un papel importante en la transduccién de sehnales, principalmente via IP3

(Distelhorst y Shore, 2004)

Por otro lado, se sabe que el estrés oxidativo puede generar dafios oxidativos en el
ADN, lo cual puede activar los mecanismos de respuesta celular de reparacion del
ADN o bien la muerte celular. Durante estos fendmenos estan involucradas
diversas proteinas. Una de las mas importantes es la proteina p53, la cual ademas
de registrar el dafio al ADN, puede modular la muerte celular (Liu y col., 1996). Este
mecanismo celular es activado cuando la proteina ATM, la cual es un sensor de
dafio al ADN que fosforila a p53 (Savitsky y col. 1995), que de esta manera actua
inhibiendo la expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2, lo que trae como

consecuencia un desbalance en el cociente Bcl-2/Bax, favoreciendo a la proteina
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proapoptoética e induciendo la muerte celular, tal como se observa en el tratamiento
con 200 yM de H,0,. Lo anterior nos lleva a pensar que el hecho de que se inhiba
el evento de induccion de la expresion del ARNm para Bcl-2 en estado de estrés
oxidativo elevado, pudiera ser por el dafo sobre ADN vy el efecto de la proteina p53,
y no unicamente por cambios en el estado redox.

Sin embargo, para probar esta hipdtesis es necesario realizar otros experimentos
que esclarezcan estos posibles mecanismos, para ver si influyen en la expresion de

Bcl-2.
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9. CONCLUSION

La linea celular de fibroblastos de pulmén de raton L-929, presenta cambios
morfoldgicos a las 12 horas de haberse inducido un estado de estrés oxidativo, con
50 uM de H,O,, asi como, a las 9 horas de tratamiento con concentraciones de
150 y 200 uM de H,0O,; en tanto que, la viabilidad celular de los fibroblastos de
pulmén de ratén L-929, disminuye significativamente con respecto al control, en un
estado de estrés oxidativo inducido durante 9 horas con 200 yM de H,O;; por otra
parte, la funcionalidad celular se ve disminuida en todos los tratamientos con
diferentes concentraciones con H2O, y en todos los tiempos evaluados durante la

induccién de un estado de estrés oxidativo en la linea celular L-929.

El tiempo de maxima expresion del ARNm que codifica para la proteina Bcl-2, es
de 9 horas, cuando se induce un estado de estrés oxidativo, con 50 uM de H;0; en
la linea celular L-929; en este mismo tratamiento, se presenta la maxima expresion
del ARNm de Bcl-2, en comparacion con todos los estados de estrés oxidativo
inducidos con las concentraciones 100,150 y 200 uyM de H;O, los cuales no

presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control.

El ARNm que codifica para la proteina Bax, tiene un maximo de expresion a las 9
horas de haberse inducido un estado de estrés oxidativo con 200 yM de H,O2 y no
presenta diferencias estadisticamente significativas en tratamientos con 50, 100 y

150 uM de H,0O, durante el mismo lapso de tiempo, en la linea celular L-929.

52



CONCLUSION

El cociente de expresion Bcl-2/Bax, indica que en la induccién de un estado de
estrés oxidativo con 50uM de H,O, durante 9 horas, la linea L-929 presenta un
estado de supervivencia celular, mientras que, con una induccion de 200 H,0,
durante 9 horas, la linea celular de fibroblastos de pulmén de ratén, presenta una

tendencia a la muerte celular.
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10. PERSPECTIVAS

Como se menciond en la discusién, seria muy interesante realizar experimentos en
los cuales se evalue el estado redox en el cual se encuentran las células al
someterlas a las mismas condiciones de estrés oxidativo que se usaron en este
trabajo. Por ejemplo, determinando el cociente GSH/GSSG. Asi mismo, cuantificar
el dano al ADN en esas condiciones y la posible participacion de p53.

El determinar los mecanismos de regulacion de la expresion de Bcl-2 es otro de los
puntos a esclarecer, por lo que es importante determinar la via de transduccion de
sefnales que se da en los diferentes estadios de estrés oxidativo a los que se ven
sometidas las células de la linea celular L-929. Seria conveniente evaluar al factor
de transcripcion nuclear NF-kB, a las proteinas p53, ATM y JNK, con la finalidad de
determinar los mecanismos de regulacion de la expresién de Bcl-2 ante diferentes
retos oxidativos y con ello dar un paso importante en el entendimiento del papel de
Bcl-2 en los diferentes procesos fisioldgicos en los que participa.

Seria también de gran importancia el determinar el mecanismo celular que rige el
destino de la proteina Bcl-2 en las diversas membranas celulares en respuesta al
estado de estrés oxidativo. Con todos estos experimentos se daria un avance en el
entendimiento de los mecanismos celulares relacionados a Bcl-2 y principalmente

al del envejecimiento.
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