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Introduccion

1.1.- LOS NEUTROFILOS.

1.1.1.- COMPOSICION Y TAMANO.

Los neutréfilos son los leucocitos granulares mas abundantes. En numeros
absolutos, hay entre (3-6).10° / mm’, lo que representa unos (2-3).10'°. In vivo tienen
un diametro de 7 um, aunque en los frotis de sangre tienen de 10-12 pum. Son
facilmente reconocibles entre los leucocitos por su nicleo caracteristico, formado por
dos o tres lobulillos unidos entre si por puentes estrechos. La cromatina del nucleo se
observa en forma de grumos intensamente tefiidos en la periferia, y normalmente no
se aprecia el nucleolo. En el frotis de sangre tefiido, el citoplasma de los neutréfilos,
que en si mismo es incoloro, aparecen granulos especificos, muy finos, que muestran
muy poca afinidad por los colorantes y que son un poco mayores que los granulos
azuréfilos de tincién mas intensa. Las dos terceras partes del total de granulos son
especificos y una tercera parte son azurdfilos. En las micrografias electrdnicas, los
granulos de los neutréfilos aparecen ampliamente distribuidos en el citoplasma,
aunque suelen estar excluidos de la estrecha zona de ectoplasma, rica en actina, que
participa en los movimientos ameboides de estas células. Los granulos azuréfilos
presentan positividad con las técnicas para la demostracion de peroxidasa, fosfatasa
acida y B glucuronidasa, y se considera que representan organulos similares a los
lisosomas de otras células. Los granulos especificos carecen de estas hidrolasas
lisosomales, aunque muestran positividad en las técnicas citoquimicas para la
demostracion de fosfatasa alcalina, colagenasa, lisozima, lactoferrina y otras proteinas
bésicas ain mal caracterizadas.

1.1.2.- FUNCIONES.
Los neutroéfilos estan en la primera linea de defensa del organismo frente a la

invasion por bacterias. En la zona de infeccion, se libera un mediador quimico que es
transportado hasta la médula 6sea, donde da lugar al aumento en la produccion y
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liberacién de neutrdfilos a la sangre. Los neutréfilos se adhieren a la pared de las
vénulas de la zona de la infeccién, y emigran entre las células endoteliales hasta
alcanzar el tejido conectivo adyacente. En el medio extravascular quedan expuestos a
productos bacterianos, de forma que reorganizan su citoesqueleto y se polarizan, para
desplazarse a favor del gradiente de concentracion de estos factores quimiotacticos.
Este proceso se denomina quimiotaxis. Cuando los neutréfilos alcanzan la zona en la
que la concentracion del factor quimiotactico es maxima, dejan de desplazarse, y se
convierten en células con actividad fagocitica. Para ello, extienden seuddopodos
alrededor de una bacteria y por fagocitosis la introducen en el citoplasma,
concretamente en el interior de una gran vacuola y descargan sus enzimas hidroliticas
en la misma, destruyendo la bacteria.

1.1.3.- GRANULOCITOPOYESIS.

En la médula ésea existe una célula madre pluripotencial, que da lugar a dos
progenitores mayores: la célula madre linfoide y la célula madre hematopoyética.
Esta dltima, actia como precursor comin de granulocitos, monocitos, eritrocitos y
megacariocitos. Las células madres pluripotenciales se encuentran en un nimero muy
reducido en la sangre y en la médula. La célula progenitora comun de los neutréfilos
y los monocitos (UFC-GM), se divide y da lugar a las células progenitoras de los
granulocitos (UFC-G) y monocitos (UFC-M), y éstas a su vez dan lugar a los
mieloblastos y monoblastos respectivamente, por la activacion de factores
estimuladores de colonias de granulocitos-monocitos. El mieloblasto, es una célula
con un didmetro de 15 um, con un nicleo grande de forma ovalada; la cromatina esta
uniformemente distribuida y el citoplasma es palido y no presenta granulos. La fase
de promielocito, comprende el proceso de formacion de granulos azuréfilos. Esta
célula es algo mayor que la anterior y en ella se observa la cromatina empezando a
condensarse. La siguiente fase de mielocito neutrdfilo se inicia con la aparicion de
granulos especificos, que se van extendiendo por todo el citoplasma y la cromatina se
encuentra cada vez mas condensada. Esta fase es la ltima con capacidad de division
celular. A partir de aqui quedan todavia la fase de metamielocito neutrdfilo,
neutrdfilos en banda y neutrdfilo segmentado. En estas fases las diferencias en el
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citoplasma son minimas y el nicleo va sufriendo una constriccion que los divide en
lobulillos.

Los neutrofilos maduros permanecen en la sangre durante sélo 8 horas; pasado
este tiempo salen de los vasos y se introducen en los tejidos en los que llevan a cabo
su funcion fagociticas. Si no son necesarios, en pocos dias mueren espontaneamente y

son eliminados por los macrofagos.

1.2.- LA APOPTOSIS.

1.2.1.- DIFERENCIAS CON LA NECROSIS.

Es conocido que existe un tipo de muerte celular programada, que ocurre en
diferentes circunstancias del desarrollo de la células y que se caracteriza por la
participacion activa de la célula que la padece (Kerr et al., 1972; Duvall and Wyllie,
1986., Wyllie, 1988). Este tipo de muerte se diferencia facilmente de la muerte por
necrosis que ocurre en las células, normalmente como resultado de la exposicion de la
célula a un toxico o a un agente lesivo. Las principales diferencias que existen entre
estos dos tipos de muerte son las siguientes:

- La necrosis ocurre como respuesta a una situacion patologica, no ocurre
nunca de manera fisiologica. Suele tener como reaccion principal la inflamacion del
tejido dafiado. Normalmente ocurre en muchas células que se encuentran proximas
entre si. Tiene lugar a lo largo de dias. En estos casos el ADN no sufre ninguna
vanacion significativa, de manera que si se extrae de las células dafiadas y se
visualiza tras una electroforesis se observa una banda de alto peso molecular de ADN.

- La apoptosis se caracteriza porque ocurre bajo condiciones que pueden ser
tanto fisiologicas como patoldgicas: desarrollo embrioldgico, del sistema inmune, de
homeostasis de tejido, recambio celular, asi como proliferacion celular y procesos de
tumoracion (McConkey et al., 1990; Fesus et al., 1991; Golstein et al., 1991). No
tiene como consecuencia la reaccion inflamatoria del tejido adyacente. Es un
fenémeno que puede ocurrir en una unica célula de forma aislada. Tiene lugar en un
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periodo de horas y suele presentar un patron caracteristico de fragmentacion de ADN,
en fragmentos de 180-200 pares de bases, que si bien no es imprescindible para la
clasificacion de este tipo de muerte, si resulta muy significativo. Otra diferencia
importante es que mientras en la necrosis se produce un hinchamiento de la célula
antes de la ruptura, en el caso de la apoptosis, se encuentra una disminucién del
volumen de la célula a un tercio del volumen inicial (Corcoran et al., 1994).

El nombre de apoptosis fue dado por Kerr a este tipo de muerte celular en
1972 y hace alusion a la analogia encontrada con la caida de las hojas de los arboles
en otoifio (del griego apo: lejos de y ptosis: caer).

La muerte programada puede resultar como consecuencia de la activacion de
un programa endogeno (Ellis et al., 1991); o bien puede ser el resultado de la
actuacion de un agente extrafio sobre la célula (Steller, 1995). La mayoria de las
células animales tienen la capacidad de autodestruccion mediante la activacién de un
programa intrinseco de “suicidio”, que se activa cuando por algunas circunstancias
son innecesarias o han sido excesivamente dafiadas (Steller, 1995).

En una célula, durante el proceso de apoptosis, se pueden apreciar alteraciones
en tres niveles:

-Alteraciones morfologicas (Wyllie, 1988), entre las que cabe destacar las
siguientes:

Constriccion celular: 1a célula tiene un tamafio menor; el citoplasma es
mas denso y los organulos aunque relativamente normales estan mas agrupados (las
variaciones en el volumen celular se achacan a la induccion de la actividad
transglutaminasa, que causa un enlace cruzado extenso entre las proteinas
citoplasmaticas).

Condensacion de la cromatina: es el elemento mas caracteristico de la
apoptosis. La cromatina se agrega en la periferia, por debajo de la membrana nuclear,
en masas densas bien delimitadas de diversas formas y tamaiios.

Formacion de vesiculas citopldasmicas y cuerpos apoptéticos: las células
apoptotica muestran al principio una extensa vesiculacion de la superficie, después
sufren fragmentacion en numerosos cuerpos apoptoticos, unidos a la membrana y
compuestos de citoplasma y restos de organulos, con o sin restos de cromatina.
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Fagocitosis de las células o cuerpos apoptoticos: por las células sanas
adyacentes, ya sean células parenquimatosas o macréfagos. Los cuerpos apoptéticos
se degradan con rapidez dentro de los lisosomas, y las células adyacentes migran o
proliferan para reemplazar el espacio ocupado por la célula apoptética suprimida. La
fagocitosis de los cuerpos apoptéticos, esta mediada por receptores situados en estas
células.

-Alteraciones a nivel molecular, como la fragmentacion del ADN en
fragmentos multiplos de nucleosomas de 180-200 pares de bases.

-Alteraciones metabdlicas, como la sintesis de macromoléculas (Golstein et al.,
1991).

Los mecanismos que involucran, desencadenan y regulan la apoptosis estian
siendo muy estudiados en estos wltimos afios, encontrandose diferencias significativas
dependiendo del tipo de célula estudiada y condiciones en que se llevan a cabo los
experimentos. En cualquier caso hay unos factores que son los mas barajados en el
proceso de apoptosis, aunque el sentido de su intervencién sea muchas veces
contradictorio. Se encuentran relacionados de alguna manera con la muerte celular
programada los siguientes factores: 1) la interaccion de un estimulo externo con el
receptor celular; 2) la alteracion en los niveles de calcio intracelular; 3) la activacion
de la PKC; 4) el estrés oxidativo; 5) la expresion de determinados genes: bcl-2, p53,
c-myc...; 6) la participacion de las endonucleasas; 7) la sintesis de nuevas proteinas;
8) la hidrélisis de lipidos de membrana.

1.2.2.- SENTIDO FISIOLOGICO DE LA APOPTOSIS EN LOS NEUTROFILOS.

La apoptosis es una manera de muerte celular que se activa bajo algunas
situaciones fisiolégicas. En neutrdfilos esta muerte en condiciones fisiologicas podria
desempefiar dos funciones principales. Por un lado, la apoptosis podria considerarse
un proceso que tiene como objetivo el mantener los niveles de una determinada
poblacion celular dentro de unos rangos establecidos. La apoptosis espontinea que
sufren los neutréfilos maduros, no seria mas que una manera de controlar el
crecimiento de una determinada poblacion celular (Haslett, 1992).
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Por otro lado, la apoptosis contribuiria a la correcta resolucién de la respuesta
inflamatoria. Los neutr6filos maduros en sangre periférica, tienen una vida media
muy corta y tras su muerte son eliminados eficazmente por los macréfagos. Este
hecho tiene su importancia fisiologica, ya que los neutréfilos juegan un papel muy
importante en el comienzo de las reacciones inflamatorias, y al mismo tiempo, es
necesaria su desaparicion del sitio afectado, con el fin de limitar el dafio tisular en la
zona adyacente a la inflamacion. Cuando la muerte de los neutréfilos se produce por
necrosis, se vierte al exterior el contenido de los granulos citoplasmaticos, con la
consiguiente estimulacion de los macrofagos y la prolongacion de la reaccién
inflamatoria. Cuando la muerte del neutrofilos se produce de manera programada los
macréfagos reconocen a los neutrdfilos, los fagocitan y se disminuye el tiempo de
dicha reaccion (Savill et al., 1990).

1.2.2.1.- Intervencién de los macréfagos.

Se observa una relacion clara entre la accion fagocitica de los macréfagos
sobre los neutrdfilos y el proceso de apoptosis sufrido por éstos, lo que indica que la
apoptosis es una sefial necesaria para la actuacion de los macrofagos. De hecho, se
encuentra que en neutrofilos obtenidos de sangre periférica, y en los que se consigue
separar una poblacion que ya ha iniciado el proceso de apoptosis, de otra que todavia
no lo ha empezado, tan sélo la poblacion con las caracteristicas tipicas de la
apoptosis, es fagocitada por los macrofagos (Savill et al., 1989). Una de las
caracteristicas que permite a los macrofagos identificar a las células apoptoéticas, es la
alteracién en la estructura de la membrana celular, que sufre cambios importantes en
su composicion. Se ha visto que la fosfatidilserina, que normalmente se encuentra en
la cara interna de la membrana citoplasmatica, aparece en la parte externa en cuanto
el proceso de apoptosis comienza a desarrollarse (Martin et al., 1995). Otras
moléculas que parecen relacionadas con el reconocimiento por parte de los
macrofagos de las células apoptoticas, pueden ser residuos de carbohidratos, que
aparecen en la poblacion apoptética y que no son los mismos que se encuentran en la
superficie de las células intactas. Los macréfagos tienen en su supei'ﬁcie receptores



Introduccion

que reconocen moléculas de azicares presentes en la superficie de otra célula (Duvall
et al., 1985; Wyllie, 1988).

En contradiccion a lo expuesto anteriormente, otros estudios han puesto de
manifiesto que no es tan estrecha la relacion entre la apoptosis y la fagocitosis de los
neutrofilos por los macréfagos. Debido a que uno de los genes involucrados en la
apoptosis es el bcl-2, y para estudiar si era realmente el desencadenamiento de la
apoptosis la sefial necesaria para la actuacion de los macrofagos, se han creado
ratones transgenicos que expresan bcl-2 en neutréfilos maduros, y se encuentra que, a
pesar de que en estos ratones no tiene lugar la muerte celular programada, si ocurre su
fagocitosis por parte de los macrofagos en las mismas circunstancias que si no
expresaran dicho gen (Lagasse and Weissman, 1994).

1.2.2.2.- Relacion de la apoptosis con otros factores que contribuyen a limitar o
prolongar la respuesta inflamatoria.

Otros agentes relacionados con el proceso inflamatorio son las plaquetas. Hay
estudios que tratan de ver si existe alguna relacion entre éstas y la apoptosis de los
neutréfilos. Cuando se incuban neutréfilos con citoquinas tales como el GM-CSF
(factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos), se observa un retraso
en la apariciéon del fendémeno de apoptosis. Este mismo efecto aparece cuando se
incuban las células con ATP, o con los polifosfatos de adenosina Ap,A y Aps;A. En
estas condiciones, los neutrofilos conservan las caracteristicas morfologicas: no se
produce la fragmentacioén del ADN y se mantiene la actividad de 1a NADPH oxidasa,
asi como la expresion de CD16 (Fcy RIIl, que se encuentra significativamente
disminuida en neutrofilos apoptdticos). El hecho de que las plaquetas sean células
involucradas en los fenémenos de inflamacion, y que cuando se activan, liberan al
medio ATP y nucledsidos ApsA y ApsA, hace pensar que este tipo de células, junto
con los productos derivados de células del sistema inmune como el GM-CSF, regulen
de alguna manera la apoptosis del neutrofilo. En este caso, contribuyendo a
incrementar el periodo de actividad de los neutréfilos en la zona afectada por un
proceso de inflamacién (Gasmi et al., 1996).
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Relacionados con la resolucion del proceso inflamatorio estan otros agentes
como son las enzimas proteoliticas (tripsina, quimiotripsina, pronasa), que producen
una induccién de la apoptosis en neutrofilos, mientras que no ejercen ningun efecto
en monocitos, macrofagos o linfocitos. Estas enzimas, aparecen en el lugar de la
inflamacion procedentes no sélo de neutréfilos y macréfagos, sino también de la
activacion de los sistemas de coagulacion y complemento (Henson and Johnson,
1987; Weiss, 1989). Este mismo efecto, se observa cuando las células se tratan con
elastasa, una serina proteasa que se considera uno de los mayores agentes inductores
de dafio tisular. Este dato es de mayor interés debido a que esta proteasa interviene
directamente en el proceso de inflamacion al ser secretadas por el propio neutrdfilo.
El tratamiento previo de las células con aprotinina (un inhibidor de serinproteasas),
bloquea la apoptosis en neutréfilos tratados con las enzimas proteolitica. La
induccién de la apoptosis por las proteasas puede considerarse una manera de limitar
el proceso inflamatorio (Trevani et al., 1996).

Otro dato sobre la resolucion de los procesos inflamatorios es que en los
neutrdfilos, cuando se induce la apoptosis, algunos de los receptores de membrana
empiezan a disminuir, como ocurre con proteinas reguladoras del complemento
(CD59 y CD55) (Jones and Morgan, 1995). Otros receptores de superficie, cuya
expresion se encuentra disminuida cuando se inicia el proceso de apoptosis y cuya
disminucion limita en cierta forma el dafio excesivo sobre otros tejidos, son el CD62L
(L-selectina); CD16 (Fcylll) y CD43. Estos receptores contribuyen a la adhesion de
los neutrdfilos a los vasos sanguineos y a células endoteliales y su disminucién limita
la permanencia de los neutrdfilos en la zona afectada (Dransfield et al., 1995).

1.3.- ENDONUCLEASAS.

Entre las caracteristicas de la muerte celular programada estan: a) un
retraimiento celular; b) la condensacion de la cromatina; ¢) aparicion de los llamados
cuerpos apoptoticos y d) la degradacion enzimatica de la cromatina (Wyllie, 1980;
Wyllie, 1988).
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En el proceso de la apoptosis, la fragmentacion del ADN se considera como
uno de los sucesos irreversibles que lleva a la célula a una muerte segura (Williams et
al., 1974; Wyllie, 1980). La actuacion de las endonucleasas favorece la formacion de
los cuerpos apoptoéticos, lo que facilita la fagocitosis de las células apoptoticas por
parte de las células responsables de su eliminacion (Arends et al., 1990).

1.3.1.- DIFERENTES PATRONES DE FRAGMENTACION DEL ADN.

Se han encontrados tres patrones diferentes de fragmentacion de ADN cuando
este se visualiza tras una electroforesis en agarosa, apareciendo uno u otro
dependiendo del tipo de célula estudiada, y en ocasiones dependiendo del momento
en que se estudie. Los diferentes patrones observados son:

- Oligonucleosomas, fragmentos de ADN muiltiplos de 180-200 pb.
- Fragmentos de 50-300 kpb.
- Un unico fragmento de ADN.

Escision del ADN internucleosomal.

La aparicion de los fragmentos de nucleosomas se ha utilizado en la mayoria
de los estudios de apoptosis como marcador bioquimico de la muerte celular. Estos
fragmentos, son el resultado de la activacion de endonucleasas, que rompen el ADN
entre las regiones de unién de los nucleosomas de la cromatina, con la aparicién de
un patrén tipico de fragmentos de ADN, multiplos de 180-200 pares de bases cuando
se hace una electroforesis en un gel de agarosa (Wyllie, 1980; Arends et al., 1990).

Escision del ADN en fragmentos de alto peso molecular.

Algunos autores han descrito la aparicion de fragmentos de ADN de alto peso
molecular : 50-300 kpb durante el proceso de apoptosis. Se ha sugerido que estos
fragmentos pueden servir de precursores a los de menor tamafio (Walker et al., 1991).
En esta misma linea, hay otros estudios realizados en timocitos. Se encuentra que en
una primera fase, aparecen unos fragmentos de ADN de 700, 200-250 kpb. La
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formacion de estos fragmentos es dependiente de la concentracion de Mg?*, pero no
de Ca*". En una segunda fase aparecen fragmentos de 30-50 kbp; la formacion de
éstos es dependiente de Mg2+, pero se ve facilitada en presencia de Ca**. La tercera
fase de aparicion de los fragmentos de oligonucleosomas, es dependiente de Mg y
de Ca®* (Sun and Cohen, 1994).

Algunos autores que postulan que estos fragmentos mayores son precursores
de los mas pequefios, lo hacen en base a que la condensacion de la cromatina que se
aprecia en la célula durante la apoptosis, es consecuencia de la ruptura de los sitios de
unidn de la cromatina a la matriz nuclear, y que en estas condiciones es mas accesible
a las endonucleasas (Adachi et al., 1989; Pfaffle et al., 1990).

En contraposicion, otros autores han encontrado que la aparicion de ambos
tipos de fragmentos de ADN se produce de manera simultanea, y que por tanto no
son los fragmentos de mayor tamaifio precursores de los de menor tamafio (Bortner et
al., 1995). En cualquier caso, el tamafio de estos fragmentos se corresponde con el de
los dominios de la cromatina unidos a la matriz nuclear, lo que pone de manifiesto
que la ruptura del ADN se produce a un alto nivel de organizacion.

Escision en un tunico fragmento de ADN.

Otros investigadores, han encontrado un inico fragmento de ADN durante el
proceso de apoptosis (Oberhammer et al, 1992; Peitsch et al., 1993a). Esta
fragmentacion del ADN podria ser exclusivamente, una primera sefial para la
induccion del proceso (Bortner et al., 1995).

1.3.2.- TIPOS DE ENDONUCLEASAS.

En cuanto a la participacién de las endonucleasas en todo este proceso, Wyllie
fue el primero en destacar el papel de la activacion de las endonucleasas en la
apoptosis de timocitos, inducida por el tratamiento con glucocorticoides (Wyllie,
1980). Si bien, el patron tipico de fragmentos de ADN, habia sido descrito
previamente por Hewish y Burgoyne, cuando estudiaron la autodigestion del ADN, en
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el nicleo de células de higado comprobando que esta digestion era dependiente de
iones Ca®* y Mg®" (Hewish and Burgoyne, 1973).

Entre las endonucleasas mejor caracterizadas se encuentran las siguientes:

DNAsa I: aislada por primera vez en pancreas bovino, se ha encontrado en
numerosos tejidos, requiere para su actuacién Ca>* y Mg®", y es inhibida por Zn*' y
actina. Su pH 6ptimo es de 7.5 (Peitsch et al., 1993b).

Su participacion en el proceso de apoptosis se demostrd al incubar timocitos en
presencia de dicha enzima y observarse el patron caracteristico de degradacion del
ADN. Ademas, cuando se sometian las células a un tratamiento con anticuerpos
antiADNsa se observaba una reduccién significativa de la degradaciéon del ADN
(Peitsch et al., 1993b).

Se han realizado varios estudios sobre la localizacién intracelular de esta
enzima. Aunque hay autores que afirman que esta localizada en el nicleo, esto es
incompatible con el hecho de que en el estudio de su ADNc se haya observado la
secuencia de un péptido sefial, que favoreceria la teoria de que es una proteina de
secrecion (Polzar and Mannherz, 1990) y de hecho, dicha enzima se ha detectado
circulante en el suero. Esta DNAsa se encuentra localizada en el lumen del reticulo
endoplasmico rugoso antes de su secrecion. Una posible explicacion a como entra en
contacto con €l ADN podria ser el hecho de que el aumento en los niveles de calcio
(indispensable para la actuacion de la enzima y puesto de manifiesto en la apoptosis
de determinados tipos celulares (McConkey et al., 1989a; Bellomo et al., 1992)),
altere la estructura del reticulo endoplasmico, ésto permitiria el contacto entre esta
enzima y el interior nuclear.

DNAsa II: estudiada fundamentalmente en células CHO (Chinese Hamster
Ovary); requiere para su actuaciéon un pH optimo de 5.5 y es independiente de la
concentraciéon de iones (Liao, 1985). Su localizacion es fundamentalmente
mtralisosomal, aunque cierta actividad ha sido detectada en el nicleo. Para que esta
enzima fuera la responsable de la degradacion del ADN, el pH del nicleo deberia
disminuir sensiblemente. Se postula que los factores desencadenantes de la apoptosis,
tienden a acidificar el contenido nuclear, como ocurre con los tonoforos del calcio; no
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obstante, no parece que esta acidificacion sea suficiente para conseguir el pH 6ptimo
para la activacion de esta enzima (Peitsch et al., 1994).

NUC18: purificada del nucleo de timocitos de rata tratados con
glucocorticoides (Gaido and Cidlowski, 1991); requiere para su accién Ca®", Mg*" y
es inhibida por Zn*" y 4cido aurintricarboxilico. Esta enzima es dependiente del
receptor de glucocorticoides y es inhibida por antagonistas de los mismos. Tiene una
estructura muy parecida a la ciclofilina A. Su localizacién es intranuclear, lo cual es
compatible con la participacion en un proceso de apoptosis. Se sugiere que para la
actuacion de esta enzima es necesaria la presencia de un factor proteico, ya que al
incubar las células en presencia de cicloheximida, se encuentra una disminucién en la
actividad de esta enzima, si bien las concentraciones de enzima permanecen
constantes (Caron-Leslie et al., 1991).

En cualquier caso, no esta del todo claro si la fragmentacién del ADN es una
causa de la muerte celular, o por el contrario, si este suceso ocurre como un hecho
mas a lo largo del proceso de la apoptosis. Mas seguro es que llegado a este punto el
proceso de apoptosis es irreversible (Arends et al., 1990). De todas formas, no es
tampoco un hecho imprescindible para que el proceso de la muerte celular
programada tenga lugar (Oberhammer et al., 1991).

Desde un punto de vista de su sentido- fisiologico, la apoptosis se puede
considerar como un mecanismo destinado a evitar la lesién inflamatoria. Las
cantidades observadas de DNAsa en suero pueden estar destinadas a la limitacién del
dafio que puede ocasionar ADN libre en el torrente circulatorio. Igualmente puede
considerarse un sistema de proteccion frente a determinados procesos autoinmunes,
ya que en algunos de ellos, se encuentra anticuerpos frente a cromatina. También se
ha sugerido, que sea una forma de facilitar la fagocitosis de las células apoptéticas, ya
que las células encargadas de esta mision, encuentran que la cromatina presente en
los cuerpos apoptéticos esta ya muy fragmentada, lo que favorece sensiblemente su
fagocitosis (Peitsch et al., 1994).
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1.3.3.- PRINCIPALES ENDONUCLEASAS DESCRITAS EN LOS NEUTROFILOS.

A lo largo de la maduracion del granulocito desde la célula madre
hematopoyética se observa una variacion significativa en cuanto a la composicion de
esta enzima. En células CD34" (marcador de precursores de células
hematopoyéticas), la primera endonucleasa que se detecta es dependiente de iones
Mg*". A lo largo de la diferenciacion de la célula mieloide, aparece una endonucleasa
cuya actividad es dependiente de un pH ligeramente alcalino (7.6) y de una
concentracién Optima de iones Ca®* (10 mM) y Mg®* (5 mM), junto con otra
endonucleasa activa a un pH ligeramente acido (6.0). Simultaneamente a la aparicion
de estas dos ultimas actividades, se observa una disminucién paulatina, hasta total
desaparicion, de la actividad dependiente de iones Mg”". Este hecho se trata de
justificar, argumentando que, o bien se pierde realmente la capacidad de expresién de
esta enzima, o bien aparecen en el nucleo celular determinados compuestos no
identificados, que actiian inhibiendo la accion de esta endonucleasa.

La apoptosis estd mediada por diferentes enzimas en funcion de la etapa de
maduracién de la célula mieloide. E1 Ca* inhibe la apoptosis en células progenitoras,
mientras que la endonucleasa dependiente de Mg®* se pone en funcionamiento en
estas células ante la ausencia de factores de crecimiento (Anzai et al., 1995).

En contraposicién con estos estudios que destacan la existencia de varias
endonucleasas en el neutréfilo, algunos autores han puesto de manifiesto la existencia
de una unica endonucleasa en el neutréfilo maduro, que seria un enzima
independiente de cationes; inhibida por A4cido aurintricarboxilico y activa
exclusivamente a pH inferiores a 6.6 . Esta enzima estaria incluida dentro del grupo
de DNAsas II (Gottlieb et al., 1995). La actuacion de este enzima a pH por debajo del
fisioldgico, seria posible dado que durante el proceso de apoptosis la célula sufre una
acidificacién; por ejemplo, el calcio; que es activador de apoptosis en determinadas
células induce una ligera acidificacion del medio intracelular, (0.3 unidades de pH)
(Peitsch et al., 1994) aunque se discute si esta bajada de pH seria suficiente para
activar la endonucleasa.
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1.4.- RELACION ENTRE LA FRAGMENTACION DEL ADN Y LA
POLI ADP RIBOSA POLIMERASA.

La poliADPribosa polimerasa, (EC 2.4.2.30), es una enzima nuclear que
transfiere el grupo ADPribosa del NAD’, a proteinas nucleares como las histonas;
ademas de poder ser ella misma su propio substrato (Kreimeyer et al., 1984). Otros
substratos in vitro de esta enzima son la topoisomerasa I, ARN polimerasa II, ADN
polimerasa o y . La poliADP ribosilacion se ha relacionado con la replicacion y la
reparacion del ADN, la diferenciacion celular y la promocion de tumores.

La relacion existente entre la apoptosis y la actividad de la poli ADPribosa
polimerasa (PARP) no esta perfectamente aclarada. Algunos autores han encontrado
una disminucion en la actividad de la PARP, en células en proceso de apoptosis,
observando que compuestos que inhiben la actividad de esta enzima, provocan la
apoptosis de células de mamiferos en cultivo (Rice et al., 1992). En este mismo
sentido se ha encontrado que durante el desarrollo del proceso de la apoptosis se
produce una rotura proteolitica de la PARP, que es simultinea en el tiempo a la
degradacion del ADN. La PARP es un polipéptido, y tras su ruptura proteolitica da
lugar a dos fragmentos; uno mas pequefio que contiene la region amino terminal, que
se une al ADN, y otro de mayor tamafio que contiene el dominio catalitico, inactivos
ambos por separado. Cuando se tratan las células con algin compuesto que impide
esta ruptura en dos péptidos, se observa una inhibicién en la fragmentacion del ADN;
estos datos apuntan a una relacion directa entre la inactividad de la PARP y la
fragmentacion del ADN (Kauffnan et al., 1993).

Por otro lado, hay estudios que apoyan el hecho de que una activacién de la
PARP contribuye a la induccion de la apoptosis. Asi, en la linea celular
promielocitica HL-60, se relaciona la ADP ribosilacién de la histona H1 con la
fragmentacion del ADN durante el proceso de la apoptosis, postulandose que la ADP
ribosilacion hace mas susceptible la cromatina nuclear a la endonucleasa (Yoon et
al., 1996). En estas células se encuentra que el maximo nivel de actividad del enzima
precede al inicio de la fragmentacion del ADN, ademas de observarse que en
presencia de inhibidores de la PARP, el proceso de fragmentacion del ADN, asi
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como los cambios morfologicos que ocurren durante el proceso de la apoptosis, no
tienen lugar. Otros estudios en este sentido se han realizado en la linea U937 de
leucemia mieloide. En este caso, se vio que €l aumento de la temperatura y el estrés
oxidativo que aceleraban la apoptosis, provocaban una disminucién de NAD. Esto se
evitaba si se afiadia al medio un inhibidor de la PARP, lo que hace pensar en que una
activacion de la enzima intervendria en el desencadenamiento de la apoptosis
(Nosseri et al., 1994).

1.5.- RELACION ENTRE LA APOPTOSIS Y LA SINTESIS DE
NUEVAS PROTEINAS.

La sintesis de nuevas proteinas se ha considerado en algunos casos como el
primer paso irreversible que tiene lugar en el proceso del suicidio celular. En
timocitos la inhibicion de la sintesis de proteinas, evita la muerte celular, asi como la
fragmentacion del ADN; poniendo de manifiesto una relacion entre ambos sucesos
(Cohen and Duke, 1984). Datos similares se encuentran en células Jurkat (Chen et
Faller, 1995).

Apoyando estas ideas, en otros estudios realizados en timocitos, se ha aislado
ARNm asociado al desencadenamiento de la muerte celular, que aparece al poco
tiempo de estimular a la célula con el agente causante de la apoptosis (Owens et al.,
1991).

En contraposicidn, y aunque la apoptosis es un proceso donde la célula
participa activamente, diversos estudios en lineas celulares han puesto de manifiesto
que no existe una activacion en la sintesis de proteinas, ni de la expresion génica
durante el proceso de la muerte celular. En la linea celular humana promielocitica
HL-60, en presencia de cicloheximida, un potente inhibidor de la sintesis de
proteinas, el proceso de apoptosis no solo no se evita, sino que se estimula. En este
caso se sugiere, que debe ser necesaria una continua sintesis de alguna proteina
reguladora, a fin de mantener el control de la maquinaria necesaria para activar el
proceso de la apoptosis (Martin et al., 1990).
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En cuanto a los neutrdfilos, que en cultivo y en ausencia de citoquinas como
G-CSF,GM-CSF o IL-1, sufren el proceso de apoptosis, (aproximadamente entre un
30-50 % de las células), éste parece ser independiente de la sintesis de nuevas
proteinas, ya que tiene lugar aun cuando se preincuban las células con cicloheximida.
Este dato ademas pone en evidencia la existencia en este tipo de células de una
enzima constitutiva con actividad endonucleasa (Martin et al., 1990; Gottlieb et al.,
1995).

El hecho de que la muerte celular pueda ser activada o inhibida por factores
que actian a nivel de la sintesis de ARN o proteinas corrobora la idea de una
participacion activa de la célula en el desencadenamiento de su muerte (Schwartz et
al., 1990; Steller, 1995).

1.6.- PRINCIPALES GENES IMPLICADOS EN EL PROCESO DE LA
APOPTOSIS.

La implicacion de genes en la induccién de la muerte celular programada se
puso de manifiesto por primera vez en el nematode Caenorhabditis elegans. En este
organismo, debido al pequefio tamafio del mapa genético, se daban unas
circunstancias que hacian relativamente facil el estudio de la regulacién del proceso
de la muerte celular, asi como las alteraciones debidas a cualquier mutacion sufrida
en alguno de los genes. Se identificaron 14 genes implicados en este proceso (ced
genes). Durante el desarrollo embrionario, mueren 131 del total de 1090 células
somaticas. De los genes implicados en este proceso, dos son necesarios en cada una
de las 131 células destinadas a morir. Estos se identificaron como ced-3 y ced-4; y las
mutaciones en cualquiera de los dos conlleva a un bloqueo de la muerte de dichas
células (Ellis and Horvitz, 1986). En contraposicion, el gen ced-9 actia como un
bloqueante de la muerte celular programada; una mutacion en este gen provocaria la
muerte de todas las células (Hengartner el al., 1992).

En células de mamiferos, se han encontrado genes que se encuentran
involucrados en la regulacion de la muerte celular y que tiene gran homologia con los
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anteriormente citados, como ocurre entre bcl-2 y ced-9, y entre ced-3 y la enzima
convertidora de interleukina-1p (ICE).

1.6.1.- bcl-2

El gen humano bcl-2, (B-cell lymphdma /leukaemia-2), se puso de manifiesto
en el linfoma folicular, resultante de la traslocaciéon de dicho gen de su normal
localizacion en el cromosoma 18q21, al cromosoma 14q32 en yuxtaposicion al gen
que codifica la cadena pesada de las inmunoglobulinas. Como consecuencia de esta
translocacion, en las células de los linfomas se produce un incremento en su
transcripcion, cuyo resultado es la superproduccion de la proteina codificada de 26
kDa bcl-2 (Tsujimoto et al., 1985).

La expresion del oncogen bcl-2 conduce a transformaciones malignas (Reed et
al., 1988). Entre los oncogenes, es el inico cuya expresion no supone un aumento en
la proliferacion celular, sino una disminucién en la tasa de muerte celular inducida
(Miyashita and Reed, 1993). Es considerado como un potente inhibidor de la
apoptosis (Hockenbery et al., 1990). Este gen se expresa en muchos tejidos fetales, y
su expresion disminuye a medida que el proceso de diferenciacién celular es mayor,
mmpidiendo de esta manera la muerte en células inmaduras progenitoras de lineas
celulares (Lebrun et al., 1993).

Experimentos realizados con animales en los que se induce una sobreexpresion
de este gen, han conseguido proteger las células frente a factores desencadenantes de
la apoptosis, como puede ser la supresion de factores de crecimiento, tratamiento con
agentes quimicos y fisicos (radiaciones), lesivos para el ADN. Esto hace suponer, que
bcl-2 regula el proceso de apoptosis en fases finales del mismo, ya que las
circunstancias anteriormente citadas solamente concurren en los procesos finales del
desarrollo de la apoptosis (Reed, 1995).

El gen bcl-2 forma parte de una familia de genes, que incluye bcl-x, bax, mcl-1
y Al, todos ellos se encuentran de alguna manera relacionados con el proceso de
apoptosis. La homologia entre estos genes se encuentra en dos regiones clasificadas
como BH-1 y BH-2. Las proteinas resultante de la expresion de estos genes,
contienen una regién de aminoacidos hidrofébicos en su extremo C-terminal, que
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juegan un papel importante para su interaccion con membranas celulares (Tanaka et
al., 1993).

La proteina Bcl-2 estd asociada a organulos celulares, especialmente a la
membrana mitocondrial, a la membrana nuclear y del reticulo endoplasmico (Chen-
Levy et al., 1989; Jacobson et al., 1993). Uno de los mecanismo de accioén de la
proteina Bcl-2, pasa por su interaccion con la proteina Bax (de 21kDa con una
homologia con Bcl-2 de un 21%), la cual a su vez puede formar homodimeros. No
obstante, un exceso en la expresion de bax, acelera la muerte celular en lineas
celulares dependientes de IL-3 cuando este factor es eliminado del medio, superando
la accion protectora que ejerce bcl-2. Este hecho, lleva a pensar que puede ser la
relacion en la expresion bel-2 /bax la que determine la supervivencia o no de la
célula. (Oltvai et al., 1993). En caso de predominio de bcl-2, las células se encuentran
totalmente protegidas frente a la muerte celular programada, y en caso de que sea bax
la proteina predominante, la célula muere por apoptosis.

Respecto a las regiones BH-1 y BH-2, cabe destacar, que mutaciones en estas
secuencia que conlleven a variaciones en un aminoacido en la proteina codificada
Bcl-2, hace susceptible a la célula de sufrir un proceso de apoptosis. De la misma
manera, se ha visto que estas mutaciones imposibilitan la dimerizacion de Bcl-2 con
Bax, si bien la homodimerizacion Bcl-2-Bcl-2 sigue siendo posible. Se deduce por
tanto que la misma regién necesaria para la union con Bax, es necesaria para conferir
la actividad inhibidora de la apoptosis, ya que el homodimero de Bcl-2, no es
suficiente para proteger a la célula de la muerte programada (Yin et al., 1994).

Otro de los genes de esta familia es bcl-x, cuya expresion tiene como resultado
dos proteinas Bcl-x; y Bel-xs; ambas diferenciadas en 63 aminoacidos. La homologia
con bcl-2 es mayor para Bel-xL. Asi mientras éste actia como un inhibidor de la
muerte celular, Bcl-xg la acelera, probablemente actuando como inhibidor dominante
de Bcl-x; y de Bel-2 (Boise et al., 1993; Sato et al., 1994).

En general, existe la teoria de que son las diferentes proporciones entre los
miembros de esta familia de proteinas, las que determinan la sensibilidad o resistencia
de las células a los estimulos que pueden conducir a una muerte celular programada.
Y mas concretamente, se cree que estas proteinas, actian mas como reguladoras, que
como efectoras de la muerte celular programada (Reed, 1995; Broome et al., 1995).
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Se han propuesto diferentes mecanismos por los que al expresar bcl-2 se
produce un bloqueo de la apoptosis. Entre ellos se encuentran los siguientes:

-Una accién como antioxidante, ya que se observo que al tratar células
que expresan bcl-2 con agentes oxidantes, el dafio que se producia era menor que si
no expresaban dicho gen. El mecanismo exacto no se conoce todavia; si bien se
postula que el efecto no es la inhibicion en la produccion de radicales libres, sino mas
bien cierto efecto “secuestrador” de los radicales de oxigeno producidos en la célula
(Hockenbery et al., 1993; Steller, 1995; Jacobson, 1996).

-Una accién sobre los flujos de calcio. En células hematopoyéticas
dependientes de IL-3, tratadas con tapsigargina, en las que se induce un exceso en la
expresion de bcl-2 en ausencia de IL-3, se encuentra una disminucion en la salida del
calcio del reticulo endoplasmico, y simultaneamente una disminucién en la aparicion
de una fragmentacion del ADN. Se encuentra ademas una clara relacion entre la
expresion del gen y la proteccion frente a la apoptosis. (Baffy et al., 1993; Lam et al,,
1994)

Sobre los factores que determinan una mayor o menor expresion de bcl-2, se
han hecho experimentos en células de leucemia mieloide aguda, y se ha observado
que la expresion de este gen esta muy relacionada con los niveles de GM-CSF. En
células con alguna capacidad de reaccion frente a este estimulo, no se produce la
apoptosis y los niveles de bcl-2 se encuentran elevados. En cambio, las células que no
responden a ningun factor de crecimiento, sufren apoptosis en pocas horas de cultivo.
Si a las primeras células, se les incuba en presencia de un anticuerpo anti GM-CSF,
entonces disminuyen los niveles de expresion de bcl-2 y se desencadena la apoptosis
(Bradbury et al., 1994).

1.6.2.- APO-1/ Fas.

APOQO-1/ Fas, ultimamente designado como CD95, se ha identificado como una
proteina de membrana de 45 kDa, relacionada con la transduccién de sefiales
apoptoticas al interior celular. Su relacién con la apoptosis se puso de manifiesto en
estudios en los cuales células transfectadas con antigeno Fas, evolucionaban
rapidamente hacia una muerte celular programada cuando se incubaban con

19



Introduccion

anticuerpos contra esta molécula de superficie (Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992).
Sin embargo, no existe una relacion directa entre la expresion de Fas y la
susceptibilidad a la apoptosis, sin que sean conocidos los mecanismos por los cuales
una célula que expresa esta proteina es o0 no sensible a la apoptosis mediada por Fas
(Owen-Schaub et al., 1994).

Esta proteina tiene tres dominios con residuos ricos en cisteina, y su estructura
es similar a la del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-R) y al factor de
crecimiento neuronal (NFG-R). El ligando para este receptor (antiantigeno Fas o anti
APO-1), es una proteina de membrana tipo II, de 40kD, con una gran homologia con
el TNFa, TNFB, CD40, CD27 y CD30 (Suda et al., 1993).

A pesar de la semejanza existente entre el antigeno Fas y el receptor del TNF,
cuando se analizan los mecanismos a través de los cuales desarrollan su accion, se
observa que siguen vias muy diferentes. Los analisis morfologicos ponen de
manifiesto que mientras el TNF-R puede inducir tanto una muerte por necrosis como
por apoptosis (Wertz and Hanley, 1996; Spiegel et al., 1996); el antigeno Fas lo hace
siempre por apoptosis (Tsuchida et al. 1995). La citotoxicidad por TNF esta
relacionada con la produccion de radicales libres, originados a partir de la respiraciéon
mitocondrial; estos mediadores no aparecen en la muerte inducida por anticuerpo
antiantigeno Fas. Ademas inhibidores del flujo del calcio, de la ADP ribosilacion y
de la activacion de la fosfolipasa suprimen la citotoxicidad mediada por TNF, pero no
la inducida por anticuerpo antiantigeno Fas. Otras diferencias se han establecido a
nivel de factores de transcripcion, asi mientras el factor NF-xB se activa rapidamente
por TNF, no resulta activado por el antiantigeno Fas (Schulze-Osthoff et al., 1994).

Un estudio reciente ha encontrado una relacioén entre la apoptosis mediada por
Fas y los radicales libres. A pesar del caracter lesivo de éstos, en este trabajo se
describe una disminucién en la sensibilidad a la apoptosis mediada por Fas en células
expuestas a estos agentes oxidantes, y se destaca que las concentraciones
mtracelulares de O, actian bloqueando la apoptosis en los casos en que esta mediada
por Fas (Clément and Stamenkovic, 1996).

Se ha observado expresion de esta proteina en neutrdfilos, eosindfilos y
linfocitos (Matsumoto et al., 1995). La susceptibilidad de estas células a antiFas es
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diferente siendo los neutréfilos los mas sensibles. esta susceptibilidad parece mediada
por bcl-2, a mayor expresion de bel-2 menor sensibilidad a antiFas (Iwai et al., 1994).

1.6.3.- c-myc.

C-myc es un protooncogen cuya expresion tiene como resultado la proteina c-
myc. Esta proteina, esta involucrada tanto en el desarrollo del ciclo celular (su
expresion es necesaria para el correcto desarrollo del ciclo celular en células
normales), como en la induccioén de la apoptosis. Los papeles opuestos que puede
ejercer c-myc, se deben a que se necesita la expresion de otro gen en la célula que
actiie regulando su propia actividad. Se propone que el encargado de esta funcion
pueda ser bcl-2 (Bissonnette et al., 1992; Fanidi et al., 1992). De hecho bcl-2 puede
impedir la muerte celular inducida por c-myc. También se ha estudiado la relacién
existente entre la expresiéon de c-myc y la de pS3 (gen supresor de tumores). En
presencia de p53, la activacién de c-myc conduce al desarrollo de la apoptosis
(Hermeking and Eick, 1994). En cualquier caso c-myc necesita de su dimerizacién
con otra proteina, max, para poder unirse y actuar sobre el ADN (Amati et al., 1993).
La activacion del protooncogen contribuye al desarrollo de neoplasias, y
generalmente supone una expresion desregulada de la proteina c-myc.

En los dltimos tiempos, estan apareciendo un gran nimero de genes implicados
de alguna manera en el desarrollo de la muerte celular programada. El papel exacto
de cada gen no esta perfectamente identificado, pero lo que si parece claro es que no
existe un unico gen responsable del desencadenamiento de la muerte celular. Los
genes que se activan en un tipo concreto de células, no son necesarios para inducir la
apoptosis en otras. El desencadenamiento de la apoptosis, no se puede achacar por
tanto exclusivamente a la activaciéon de determinados factores de transcripcion
(Osbome and Schwartz, 1994).
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1.6.4.- GENES RELACIONADOS CON LA APOPTOSIS DESCRITOS EN LOS
NEUTROFILOS.

Estudios realizados en neutréfilos, han puesto de manifiesto, que en estas
células 1a expresion del gen bel-2 es practicamente nula (Iwai et al. 1994).

Sin embargo, el antigeno Fas es expresado de manera constitutiva. De hecho,
si se incuban estas células con anticuerpos anti antigeno Fas, se encuentra un aumento
significativo en la fragmentacion del ADN y la apariciéon de las caracteristicas
morfologicas tipicas del proceso de la apoptosis. Incluso en presencia de
determinados factores del tipo de citoquina, con los que se previene la muerte celular,
se consigue inducir la apoptosis tratando las células con anti antigeno Fas (Iwai et al.,
1994).

Estos datos concuerdan con el hecho de que estas células, sufren apoptosis en
un periodo relativamente breve de tiempo, ya que carecen del factor preventivo que
supondria la expresion de bcl-2

1.7.- IMPLICACIONES DEL CALCIO EN LA APOPTOSIS.

El calcio es un ion necesario para gran numero de procesos celulares. Entre
éstos destacan .los de secrecidn y neurotrasmisién, contraccion y ensamblaje de
proteinas contractiles, fendmenos de transporte de membrana, reacciones enzimaticas,
division y diferenciacion celular, y transcripcion de genes.

El calcio extracelular se encuentra en unas concentraciones del orden de 1
mM, mientras el intracelular lo esta en concentracion de (10-100) nM, pudiendo
alcanzarse concentraciones del orden de hasta 10 uM, como respuesta a algin
estimulo externo. Ademas del gradiente de calcio entre el citosol y el exterior celular,
existe otro entre el citosol y depdsitos intracelulares: reticulo sarcoplasmico (con una
[Ca®"] de aproximadamente 100 pM) y mitocondria (Lucas et al, 1983). La
existencia de un depésito intracelular de calcio en reticulo endoplasmico en células
no musculares fue descrito en tejido acinar de pancreas, (Lucas et al., 1978). Las
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diferencias de concentracién que existen entre los diferentes almacenes de calcio, se
establecen por la existencia de unas bombas de calcio dependientes de ATP, que
transportan calcio en contra del gradiente y que permiten de esta manera la existencia
de unos almacenes intracelulares de calcio.

1.7.1.- MODELO EXPLICATIVO DE LAS OSCILACIONES DEL CALCIO.

A 1a hora de estudiar las alteraciones en las concentraciones de calcio que se
producen en la célula como consecuencia de la accion de un estimulo externo, es
necesario conocer las relaciones entre los diferentes almacenes intracelulares de
calcio y la magnitud de la respuesta originada por la estimulacion de cada uno de
ellos.

El modelo mas aceptado a la hora de explicar los flujos de calcio, es el que se
basa en la existencia de dos almacenes intracelulares de calcio; uno sensible al Ins
(1,4,5)P; (inositol 1,4,5, trifosfato), y otro insensible a Ins (1,4,5)P; y sensible a la
concentracion intracelular de calcio.

En resumen se pueden establecer 5 pasos (Berridge et Irvine, 1989; Dupont et
al., 1991; Berridge, 1991), que serian los siguientes:

1. Ante un estimulo externo, se activa la formacion de Ins (1,4,5)P;, que
resulta de la hidrolisis del fosfatidil inositol 4,5 difosfato en DAG e Ins (1,4,5)P;.
Este paso, requiere la participacion de un receptor en la membrana, una proteina G y
una fosfolipasa C especifica.

2. El Ins (1,4,5)P; provoca la salida de Ca** del reticulo endoplasmico
proporcionalmente a la sefial transmitida por el receptor del estimulo. Esta depleccion
de Ca’™ conlleva a su vez a una entrada de Ca®>" del exterior celular, (la entrada de
calcio desde el exterior es secundaria al vaciado de los depdsitos intracelulares, ya
que este efecto, se observa igualmente cuando se consiguen disminuir los niveles de
calcio por un mecanismo diferente al de la estimulacién con Ins (1,4,5)P; (Alonso-
Torre et al., 1993) ). Los depésitos de calcio insensibles a Ins (1,4,5)P;, se encargan
de actuar como tampones de los niveles de calcio “secuestrando” el calcio del
citoplasma hacia su interior.
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3. Una vez que estos depositos se llenan, pierden su capacidad tampén y
se produce entonces, un pico maximo en la concentracion de calcio intracelular,
debido ademas, a que el exceso de calcio intracelular es la sefial requerida para que se
produzca el vaciado de estos depdsitos al citosol.

4. Fl calcio es entonces bombeado hacia el exterior de la célula y otra
parte es retenida en los almacenes intracelulares de calcio (reticulo endoplasmico).

5. Si el estimulo contintia se repite la misma secuencia en fluctuaciones
que provocan las ondas caracteristicas en la concentracion de calcio intracelular.

Otros autores, han descrito la existencia de un flujo de calcio entre los dos
tipos de depositos intracelulares, mediados por una proteina G, que activa el proceso
de translocacion de calcio entre los depésitos sensibles e insensibles a Ins (1,4,5)P;.
(Al tratar las células con GTP se provoca la salida de Ca®* de los depdsitos
dependientes de Ins (1,4,5)P3). En este caso, las alteraciones en las concentraciones
de calcio, no se reflejan en el citosol de la célula. (Ghosh et al., 1989).

Otros estudios en hepatocitos de rata, postulan que los sitios de unién del Ins
(1,4,5P; no se encuentran exactamente en el reticulo endoplasmico, sino en otra
estructura diferente: calciosoma, que seria responsable de las oscilaciones en los
niveles de calcio, mediadas por Ins (1,4,5)P; (Rossier et al., 1991). Estas vesiculas de
50-250 nm de diametro, tienen una proteina con alta afinidad para el calcio, la
calsecuestrina, y tienen la caracteristica de que en presencia de Ins (1,4,5)P;
responden con una liberacion de calcio hacia el citosol celular. No obstante la
mayoria de los estudios realizados hasta ahora, consideran el reticulo endoplasmico
como el organulo encargado de la regulaciéon de la concentracion intracelular de
calcio, al mismo tiempo, que es en donde se han descrito mayor nimero de receptores
para Ins (1,4,5)P; (Ross et al., 1989).

1.7.2.- TAPSIGARGINA.
Debido a la importancia del calcio en muchos procesos celulares, se han

buscado moléculas, que permitan in vitro, el estudio de las consecuencias de una
concentracion alta de ion calcio a nivel intracelular, asi como la participacion de los
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diferentes almacenes intracelulares en estos procesos. Una de las moléculas hoy en
dia mas utilizada con este fin es la tapsigargina.

La tapsigargina es un compuesto con estructura de lactona sesquiterpénica,
altamente lipofilico, aislado de la raiz de una planta umbelifera, Thapsia garganica,
(Rasmussen et al., 1978), que se caracteriza por ser un promotor de tumores, y cuyo
mecanismo de accion se basa en el vaciado de los depdsitos intracelulares de calcio
por inhibicion de la bomba de Ca®>* dependiente de ATP. Esta inhibicién, conlleva el
incremento en los niveles citoplasmatico de calcio, que ademas actilan como inductor
de la entrada de calcio extracelular (Thastrup et al., 1990; Sarkadi et al., 1991).

La tapsigargina interacciona con toda la familia de calcio-ATPasas tanto del
reticulo endoplasmico como sarcoplasmico (SERCA), con un ICs, ~30 nM. Esta
inhibicion de las isoenzimas de la SERCA, se realiza con igual potencia y se
caracteriza por ser rapida, en 15 segundos es completa, estequiométrica y
esencialmente irreversible (Lytton et al., 1991).

1.7.3.- RELACION ENTRE EL CALCIO CITOPLASMATICO Y EL CALCIO NUCLEAR

Tradicionalmente se aceptaba, que el tamafio de los poros de la membrana
nuclear, no ofrecian ningin problema a la difusién de iones y moléculas pequefias, y
que por tanto, las variaciones de concentracién en algin ion, que ocurrieran en el
citosol, se reflejaban de la misma manera a nivel nuclear.

No obstante, ciertos estudios realizados en nucleo de células de musculo liso
durante la contraccion, pusieron de manifiesto que las concentraciones en este ion
puede ser diferentes en el nicleo y citoplasma, tanto en cantidad, como en duracién
(Williams et al., 1987). Se observd, que cuando se incubaban nucleos de higado de
rata en presencia de Ca®* y ATP, aumentaba la concentracién intranuclear de Ca®*; y
estos datos concordaban con la presencia de una bomba de Ca®* dependiente de ATP
que introducia calcio al interior nuclear (Nicotera et al., 1989)

En nucleo aislado se observa, que tras la adicion de Ins (1,4,5)P;, una parte del
calcio intranuclear es vertido al exterior como si existieran dos compartimentos
almacenes de calcio dentro del nicleo, y en uno de ellos se encontrara el calcio que es
depleccionado tras el estimulo con Ins (1,4,5)P; (Nicotera et al., 1990).
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En cuanto al mecanismo por el cual se regula el nivel de Ca®>* en el nicleo hay
muy pocos datos todavia. Algunos experimentos ponen de manifiesto que la
fosforilacion del receptor del Ins (1,4,5)P; estd asociado con un aumento en la
depleccion de calcio hacia el exterior nuclear (Matter et al., 1993). Otros estudios
evidencian una relacion entre los niveles NAD'/NADP" en el citoplasma y la
concentracién intranuclear de calcio ( Oishi and Yamaguchi, 1993)

Respecto a la sensibilidad del nucleo a los inhibidores de la SERCA-ATPasa,
no hay una conclusién definitiva; mientras unos defienden que la tapsigargina no
afecta al aumento en los niveles de calcio intranuclear (Oishi and Yamaguchi, 1993),
otros mantienen que previene el aumento en los niveles de calcio (Hechtenberg and
Beyersmann, 1993). Esto ultimo, se ve corroborado por los estudios que ponen de
manifiesto que en presencia de los inhibidores de la SERCA, se inhibe la
fosforilacion del receptor de Ins (1,4,5)Ps.

En cualquier caso, existen datos que apoyan el hecho de que la depleccion de
Ca®" del interior nuclear, no es igual a la que ocurre a nivel del reticulo endoplasmico
(Nicotera et al.,1989; Nicotera et al., 1990). Estos datos son los siguientes:

-Concentraciones de inhibidores de la SERCA-ATPasa que provocan la salida
de Ca®" del reticulo endoplasmico, no ejercen ningin efecto en el Ca®* nuclear.

-Aunque' existe una cierta sensibilidad de los transportadores de Ca®* a la
tapsigargina, no se llega a producir una deplecciéon del Ca®* intranuclear.

-Concentraciones de inhibidores de la SERCA-ATPasa, que inhiben el
secuestro de Ca®" y provocan la salida de Ca® de los almacenes del reticulo
endoplasmico sensibles a Ins (1,4,5)P;, no tienen ningln efecto sobres los almacenes
nucleares de Ca®* sensibles a Ins (1,4,5)Ps.

No obstante, y aunque no haya un modelo definitivo de la regulaciéon en los
niveles de calcio intranuclear, de lo que si existen evidencias es de que los cambios
en las concentraciones de iones en el nicleo celular estan estrechamente relacionadas
con la expresion de genes , la conformacion de la cromatina y la actividad de alguna
endonucleasa, y éstas a su vez con el desencadenamiento del proceso de la muerte
celular (Nicotera et al., 1994).
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1.7.4.- PARTICIPACION DEL Ca’*" EN EL DESENCADENAMIENTO DE LA APOPTOSIS.

La homeostasis del Ca®* es fundamental para el mantenimiento de la funcién y
estructura celular. Alteraciones importantes en las concentraciones de este ion,
conducen a la célula a un proceso de necrosis. Ultimamente, se han relacionado
también las alteraciones en las concentraciones de este ion, con la muerte por
apoptosis (Bellomo et al., 1992). De hecho, el calcio es uno de los elementos
necesarios, para la activacion de alguno de los procesos que desemboca en la muerte
celular programada, como la activacion de enzimas tipo endonucleasas, proteasas,
fosfolipasas, asi como cambios en la composicion idnica y de agua intracelular que
conducen a la condensacion del citosol (Lucas and Sanchez-Margalet, 1995).

Los primeros datos que apuntaron en esta direccion, se basaban en el hecho de
que cuando disminuian las concentraciones extracelulares de calcio, o se tamponaban
los cambios de calcio a nivel intracelular, se evitaban la aparicién de los signos
tipicos de apoptosis y la célula sobrevivia a los estimulos que en condiciones
normales provocaban la muerte celular. En diferentes estudios en timocitos se
encontrd, que incrementos en la concentracion de Ca?" desencadenaban una muerte
celular por apoptosis (McConkey et al., 1989a; McConkey et al, 1990).
Posteriormente, se estudiaron los efectos que los ionéforos de Ca®* ejercian en
algunos tipos celulares, observando, que provocaban una activacion de algunas
endonucleasas, con la consiguiente fragmentacion del ADN (McConkey et al.,
1989b; McConkey et al.,, 1991; Caron-Leslie and Cidlowski, 1991). Otros estudios
realizados con tapsigargina también favorecian la teoria de la estrecha implicacion
existente entre las concentraciones de Ca®" y el desencadenamiento de la muerte
celular por apoptosis. Asi, el tratamiento de timocitos con tapsigargina provocaba un
aumento en las concentraciones de Ca**, que se asociaba a la degradacion del ADN y
a la aparicion de cuerpos apoptoticos (Jiang et al., 1994; Lam et al., 1994). También
se observd que cuando se trataban las células con bloqueantes de los canales de
calcio, se impedia el desarrollo de la apoptosis ( Mariggio et al., 1994).

En contraposicion a estos estudios, donde se encuentra una relacion entre la
elevacion de la concentracién de calcio y la apoptosis, otros autores han encontrado
que incrementando los niveles de calcio intracelular, se protege a la célula de la
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apoptosis inducida por la ausencia de factores de crecimiento. En células
dependientes de IL-3, se encuentra una disminucién en la concentracién de calcio
intracelular, con un claro incremento de la muerte por apoptosis cuando se suprime
del medio la IL-3. En este caso, se encuentra ademas que una sobreexpresion de bcl-2
tiene como resultado una inhibicion de la apoptosis. Estos datos irian en contra de los
anteriormente expuestos, donde uno de los mecanismos atribuibles a bcl-2 era que
éste evita de alguna manera el incremento del calcio en la célula (Rodriguez-
Tarduchy et al., 1990; Baffy et al., 1993).

Entre las posibles explicaciones de la implicacién del calcio en la apoptosis,
esta la relacion existente entre las concentraciones de Ca®" y la regulacién en la
expresion de determinados genes, que se sabe intervienen en el desencadenamiento de
la apoptosis; entre otros: c-fos, c-juny el gen de la calmodulina (Dowd et al., 1991;
Smeyne et al., 1993).

Otra explicacidn estaria relacionada con la activacion por parte del calcio de
algunas endonucleasas (Anzai et al., 1995; Peitsch et al. 1993b).

En células de musculo liso incubadas en presencia de tapsigargina, el
vaciamiento en los almacenes intracelulares de calcio estd directamente relacionado
con una disminucion del crecimiento celular. Las células entran en un estado G, de
manera indefinida, con la consiguiente disminucién de la proliferacion celular y la
fragmentacion del ADN de la célula (Short et al., 1993; Furuya et al., 1994). Si se
restablecen los niveles de calcio en los almacenes intracelulares, la célula pasa de un
estado Gy a G;, y continaa el desarrollo del ciclo celular, de donde se deduce la
implicacion del calcio de estos almacenes en el correcto desarrollo del ciclo celular
(Short et al., 1993). Hay varias explicaciones posibles que justifiquen esta relacion;
por un lado la necesidad de calcio por parte del reticulo endoplasmico para la sintesis
y transporte de proteinas sin las cuales el ciclo celular no puede continuar (Sambrook,
1990; Lam et al., 1994). Por otra, la posibilidad de que el calcio de estos depositos
esté involucrado en alguno de los procesos necesarios para el correcto desarrollo del
ciclo celular (Berridge and Irvine, 1989).
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1.7.5.- IMPLICACIONES DEL Ca** EN LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA DE LOS
NEUTROFILOS.

En los neutréfilos incrementos en la concentracién intracelular de Ca®* evitan
la apoptosis espontanea. De hecho cuando se incuban las células en presencia de
quelantes de calcio, se observa que se acelera dicho proceso (Whyte et al., 1993). En
la linea celular HL-60, se ha descrito que la elevacién en los niveles de Ca®" se
produce una vez se han activado las endonucleasas y el proceso de apoptosis se ha

puesto en marcha, pero que no es el motivo que desencadena el proceso (Lennon et
al., 1992).

1.8.- PKC.

1.8.1.- DIFERENTES ISOENZIMAS DE LA PROTEIN KINASA C.

Bajo el término de protein kinasa C se engloban un conjunto de proteinas con
actividad fosforilante de proteinas en restos de serina y/o treonina, que son
codificadas por al menos 9 genes. La PKC es una proteina que juega un papel
importante en la transduccion de sefiales en muchos sistemas celulares.

Las diferentes isoformas de la PKC se han dividido en subtipos atendiendo a
diferentes criterios, de estructura molecular y caracteristicas bioquimicas (Dang et al.,
1994; Dang et al., 1995):

-Isoenzimas convencionales: a, BI, BIL y y. Estas requieren para su actuacién
ademas de fosfatidilserina, la presencia de Ca®, y son activadas por 1,2 diacilglicerol
(DAG) o PMA, que es un éster de forbol, concretamente forbol-12 miristato-13
acetato. E1 PMA actiia como un promotor de tumores y la interaccion con la PKC se
realiza con gran afinidad y de manera irreversible, por este motivo se utiliza con
mucha frecuencia para simular la accion del DAG y estudiar los efectos de la
activacion de la PKC (Slater et al., 1994).
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El DAG consigue el maximo de translocacion de PKC después de 30 minutos
segin estudios realizados en monocitos. La concentracion de DAG necesaria para
conseguir una translocacion de la PKC de un 50% es mil veces superior a la necesaria
para conseguir el mismo efecto con PMA. Ademas, con DAG a concentracion del
orden pM no se consigue una translocacion mayor, a diferencia de lo que ocurre
cuando se estimula con PMA, que produce una translocacion casi completa de la
PKC (Kadri-Hassani et al., 1995).

-Isoenzimas nuevas: 3, €, u, n/L y 0. Estas son independientes de la presencia
de Ca®", pero son igualmente activadas por fosfatidilserina DAG o PMA. Parece ser
que en este caso el mecanismo de activacion es a través de fosfolipasa D, enzima que
no produce incremento en la concentracion de calcio (Ha and Exton, 1993).

-Isoenzimas atipicas: ¢, UA. FEstas son igualmente activadas por
fosfatidilserina, pero son independientes de la concentraciéon de Ca®>" y no se activan
ni por PMA ni por DAG.

La mayoria de las células expresan mas de un tipo de PKC. Es dificil
establecer el papel de cada PKC en la funcion celular; de hecho, las diferencias en los
cofactores que son necesarios, 1a localizacion celular y los substratos de cada una de
las isoformas de la PKC son los que determinan los efectos de su activacion (Jaken,
1996).

Las diferentes isoenzimas de la PKC tienen cuatro regiones conservadas y
cinco variables en una unica cadena polipeptidica (C,-C,, Vi-V; respectivamente). La
region amino terminal se corresponde con el dominio regulador y comprende dos de
las regiones conservadas con actividades caracterizadas funcionalmente: la region C,
que une lipidos activadores, como la fosfatidilserina (y que es la regiéon que une DAG
y PMA)), y la region C, que une calcio. La uniéon del DAG incrementa la afinidad de
la PKC por la fosfatidilserina, y esto contribuye a la redistribucion de la PKC soluble,
a la membrana de células estimuladas (Newton, 1995). La region C, contiene dos
secuencias ricas en cisteina, necesarias para establecer las fuerzas de unién de la PKC
con las membranas; al menos una de estas regiones es la que interviene posibilitando
la unién del PMA a la PKC. Esta region parece ser la responsable del reconocimiento
de la proteina que va a ser fosforilada. La translocacién del citosol a la membrana, se
produce como consecuencia de la interaccién del calcio con el dominio regulador C,
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(O’Flaherty et al., 1990). El dominio catalitico se corresponde con el extremo
carboxi-terminal y contiene los sitios de union a los substratos y al ATP. La
autofosforilacion en determinadas secuencias del extremo carboxiterminal contribuye
a la regulacion de la distribucién de la PKC entre el citoesqueleto y la fraccion
soluble (Zahng et al., 1994).

La activacion de la PKC, es paralela a la translocacion del componente de la
NADPH oxidasa del citosol a la membrana y al consiguiente ensamblaje de los
diferentes componentes que confieren la actividad a la NADPH oxidasa (Kadri-
Hassani et al., 1995).

La PKC es la responsable de la fosforilaciéon de numerosas proteinas que se
encuentran asociadas a diferentes procesos celulares tales como, secrecion, induccion
de diferenciacion celular, activacion de la transcripcién de determinados factores
nucleares y promocion de tumores.

1.8.2.- ISOENZIMAS PRESENTES EN LOS NEUTROFILOS.

Los neutréfilos humanos expresan 4 isoenzimas diferentes de PKC,
concretamente las isoenzimas:

- a (80 kD).

- BI (79 kD)

- BIL (80 kD)

- £ (de la cual se detectan 2 bandas de 76 y 81 kD)

Las isoenzimas mas abundantes son la BI, BIl y £, y la que se encuentra en
menor proporcion es la a (Dang et al., 1994). Segin otros autores, se puede apreciar
también la presencia de la isoforma & (Lopez et al., 1995).

En estas células, que juegan una papel importante en la defensa del organismo,
la activaciéon de la PKC parece relacionada precisamente con esta actividad
antibacteriana.

En los neutréfilos, cuando se incuban con PMA o fMLP, se observa la
translocacion del citosol a la membrana plasmatica, de las diferentes isoenzimas de

PKC, (atn cuando la isoenzima & no es activada por ésteres de forbol (O’ Flaherty et
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al., 1990; Dang et al., 1994)). Cuando los mismo experimentos se realizan con f-
MLP, en ausencia de Ca**, la translocaci6n de las diferentes isoformas de la PKC
ocurre rapidamente pero de manera transitoria. Se sugiere que podrian intervenir en el
proceso de activacion de la PKC tanto la fosfolipasa C, como la D. La primera es
activa en ausencia de calcio y por accion del f-MLP provocaria un incremento en las
concentraciones de DAG que daria lugar a una activacion momentanea de la PKC. La
segunda es activa en presencia de calcio que al mismo tiempo favorece la unién de la
PKC a la membrana citoplasmatica con lo que la translocacion y la activacion de la
PKC es mas duradera (Dang et al., 1995).

1.8.3.- PARTICIPACION DE LA PKC EN LA APOPTOSIS.

La participacion de la PKC en el proceso de apoptosis ha sido y sigue siendo muy
discutida, ya que los resultados que se obtienen difieren segin las células estudiadas
(Lucas and Sanchez-Margalet, 1995).

En algunos casos, los resultados ponen de manifiesto que la activacion de la
PKC tiene como consecuencia la inhibicion de la muerte celular por apoptosis,
mientras que en otros casos, se evidencia una participacion de esta proteina en el
sentido de una estimulacién de dicho proceso.

Entre los estudios que apoyan la primera de las hipétesis estan los siguientes:

-En linfocitos se induce la apoptosis cuando se tratan con un inhibidor de la
proteinkinasa C como la polimixina B ( Lucas et al., 1991).

-En leucemias linfoides de linfocitos B, se puede activar la apoptosis con el
tratamiento con glucocorticoides. Esta apoptosis inducida se inhibe si las células
previamente se han tratado con un activador de la PKC como el PMA (McConkey et
al., 1991).

-En hepatocitos de rata se describié que la incubacion de estas células en
presencia de un inhibidor de PKC provocaba la fragmentacion del ADN en
oligonucleosomas, este efecto era parcialmente contrarrestado si estas células eran
tratadas simultineamente con PMA (Sanchez et al., 1992).
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-Un efecto similar se encuentra en linfocitos maduros, cuando se someten a
una incubacién con estaurosporina (inhibidor de la PKC) se observa un aumento en la
fragmentacion del ADN (Lucas et al., 1993).

-En la linea celular RIN mS5F, la incubacion con estaurosporina induce la
apoptosis. Este efecto ademds no se encuentra relacionado con las concentraciones de
calcio, ya que no se observaron variaciones en este ion durante el periodo de
incubacién con la estaurosporina (Sanchez et al., 1993).

-En linfocitos, el tratamiento con ionoforo de calcio y activadores de la
proteinkinasa C (PMA) inhiben la apoptosis provocada en estas células por
glucocorticoides (Iseki et al., 1993).

-En células de la linea HL-60 de leucemia promielocitica, la incubacion de las
células con inhibidores de la PKC tiene como resultado un incremento en la
fragmentacion de ADN. Esto sugiere un posible efecto protector de la PKC frente al
proceso de apoptosis. Ademas en estos fragmentos se observa un extremo 5° fosfato
terminal, lo que lleva a pensar en la actuacion de una endonucleasa dependiente de
Ca® y Mg®" (Jarvis et al., 1994a).

-En células de glioma humano se ha observado que la inhibicion selectiva de la
PKC con calphostin C (que actiia a través de un dominio regulador de la PKC )
estimula la apoptosis con la aparicion de la fragmentacion del ADN (Ikemoto et al.,
1995).

Dentro de los estudios que apoyan la idea de una estimulacién de la apoptosis
por PKC se encuentran los siguientes:

-En linfocitos, 1a exposicion al PMA sélo o unido a ion6foro de calcio induce
apoptosis (Mercep et al., 1989).

-En timocitos de rata, la inhibicion de PKC evita la apoptosis inducida por
glucocorticoides (Ojeda et al., 1990). |

-En células de linea mieloide aguda HL-60, la incubacion de las células con
PMA potencia el efecto inductor de apoptosis que ejerce la mitoxantrona (Bhalla et
al., 1993).
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-En timocitos de raton la fragmentacion del ADN, que se estimula con
inhibidores de tirosinkinasa, se potencia con ésteres de forbol que activan la PKC
(Azuma et al., 1993).

-Los ésteres de forbol inducen apoptosis en células de leucemia promielocitica
(Macfarlane and O’Donell, 1993).

-En timocitos de raton la apoptosis inducida por radiacién, se evita con
inhibidores de PKC y es potenciada por activadores de la PKC, como los ésteres de
forbol (Shaposhnikova et al., 1994).

-En macrofagos, el tratamiento con activadores de PKC, tiene como
consecuencia la muerte por apoptosis. En estas células, el tratamiento previo con un
inhibidor de PKC previene de la muerte celular por apoptosis (Munn et al., 1995).

El mecanismo exacto de actuacion de la PKC, ha tratado de aclararse
estudiando la posible relacion entre la activacion de esta proteina y la expresion de
determinados genes.

Las proteinas codificadas por la familia de genes Ras, actian como
transductores de sefiales que median respuestas mitogénicas. En algunas de las vias de
activacion, es necesaria la interaccion entre la PKC y la proteina p21™. En células T
Jurkat de linea linfoblasticas y en fibroblastos de rata, se ha observado que la
inhibicién de PKC, conduce a las células a una muerte celular por apoptosis. Esta
puede ser bloqueada por la activacion de bcl-2. La fosforilacion de bel-2 parece ser
modulada por p21™ en respuesta a la activacion de PKC, (Chen and Faller, 1995) y
favorece la asociacion entre bel-2 y  p21™. Si se inhibe esta fosforilacion, desaparece
el efecto supresor de la apoptosis que se manifiesta cuando se activa bcl-2 (Chen and
Faller, 1996).

En células de glioma humano la inhibicion de la PKC con un agente selectivo
como la calphostin C, durante un cierto periodo de tiempo , conlleva una disminucion
en la expresion del oncogen bel-2, con la consiguiente disminucion en los niveles de
proteina bcl-2 (Ikemoto et al., 1995). En otros estudios se ha encontrado una relacion
directa entre PKC y bcl-2 | ya que se observa que los factores de crecimiento
hematopdyeticos actian inhibiendo la apoptosis, por un mecanismo que supone la
activacion y fosforilacion de bel-2 (May et al., 1993).
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1.8.4.- IMPLICACION DE LA PKC EN LA REGULACION DE [Ca®"]..

Varios estudios, han tratado de encontrar una relacion entre la activacién de la
PKC y los niveles intracelulares de calcio. Los resultados obtenidos difieren segun el
tipo de célula estudiada y los diferentes estimulos utilizados para provocar el
incremento en la concentracion de iones calcio.

En linfoblastos T humanos el incremento de calcio provocado por la actuacion
sobre el receptor CD3, se bloquea en presencia de PMA; mientras que si el
incremento de calcio es provocado por la tapsigargina, el PMA no consigue bloquear
su entrada masiva en la célula (Sarkadi et al., 1991).

En células de la linea de adenocarcinoma de mama (BT-20), el tratamiento con
activadores de PKC, supone una disminucion en las concentraciones de calcio con la
consiguiente inhibicion del proceso de apoptosis, el TNF-a (Bellomo et al., 1992).

Cuando se incuban los neutrofilos con estaurosporina (un inhibidor de la
PKC) y posteriormente se afiade f-MLP, no se observa un incremento en las
concentraciones intracelulares de calcio, y este hecho lleva a pensar en una posible
participacion de la PKC en este mecanismo capacitativo de entrada de calcio
(Montero et al., 1993).

Estudios realizados en la linea leucémica de células T HPB-ALL, revelan que
la activacion de la PKC, tiene un efecto inhibidor sobre la elevacién en las
concentraciones de calcio mediadas por la activacion del receptor TCR, asi como por
la provocada por la accion de la tapsigargina (Shivnan and Alexander, 1995).

1.9.- NADPH OXIDASA.

Los neutrofilos juegan un papel muy importante en la defensa del organismo
contra infecciones externas. Uno de los mecanismos que utilizan estas células en su
sistema de defensa es la llamada explosion respiratoria, que consiste en un
incremento en el metabolismo oxidativo, con el consiguiente aumento de la
produccién de radicales libres. Este incremento brusco en el consumo de oxigeno en
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neutrofilos durante el proceso de fagocitosis, lo pusieron de manifiesto por primera
vez Baldrige y Gerard (1933). El hecho de que este proceso no se inhibia en presencia
de cianuro, descartaba la implicaciéon de la mitocondria (Sbarra and Karnovsky,
1959).

Un papel importante atribuido a los radicales de oxigeno es la oxidacion de
agentes reductores de los fagolisosomas y medio extracelular. La eliminacion de estos
agentes permite a los radicales de oxigeno ejercer su papel citotéxico sobre el agente
invasor (Thomas et al., 1988).

En el estallido respiratorio, €l anion superdxido es el primer radical libre que
se forma, es producido por la NADPH oxidorreductasa cominmente llamada NADPH
oxidasa, que cataliza la transferencia de un unico electron del NADPH del citosol al
oxigeno extracelular (Babior et al., 1973; Babior et al., 1981).

NADPH +20, — NADP' + H' + 20,

El suministro continuo de NADPH se garantiza con la via de las pentosas
fosfatos.

Como consecuencia del estallido respiratorio, no solo se genera O,, sino
también una serie de derivados de éste, que se forman por reduccidon u oxidacién
espontanea o mediada por otras enzimas. Entre estos compuestos destacan:

-Peroxido de hidrogeno.

Oy + Oy + 2H' > H,0, + O,

Esta reaccion ocurre espontaneamente a pH acido (en los fagosomas de las
células fagociticas), mientras que a pH neutro esta reacciéon de dismutacion es mas

lenta; sin embargo, puede acelerarse enzimaticamente gracias a la superdxido
dismutasa, (SOD).
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-Radical hidroxilo:
O, + H,0, - 'OH + OH + O, (Reaccion de Haber-Weiss).
-Singlete de oxigeno. Este agente se produce por distintas reacciones:
Por dismutaci6n del anién superéxido:

O, + H0, —» '0,+ OH + OH
Por interaccion con otros radicales hidroxilos:

Oy +OH - '0,+ OH
Por interaccion del hipoclorito con el peréxido de hidrogeno:

ClO" + H,0, » 'O+ CI' + H,0

Bajo condiciones fisiologicas, el estallido respiratorio se origina por la unioén

de determinados agonistas quimiotacticos a sus receptores de membrana, entre ellos

el factor del complemento C5a y péptidos originados a partir de proteinas bacterianas
como el f-MLP (formil Met-Leu-Phe ). La magnitud y la duracion del estallido
respiratorio depende de la naturaleza del agonista, asi como del estado inicial de
activacion de los neutréfilos (Morel et al., 1991).

1.9.1.- COMPONENTES DE LA NADPH OXIDASA.

El sistema NADPH oxidasa que cataliza la produccion de O, permanece

mactivo y disociado en células que no estén estimuladas. Consta de una serie de

componentes citoplasmaticos (p47-phox, Rac-1, Rac-2), otros que forman parte del

citoesqueleto celular, (p67-phox), y otras proteinas que forman parte constitutiva de

la membrana (citocromo bssg).
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Componentes de membrana:

Citocromo bsss : tiene un potencial de reduccion muy cercano al par O,/O; ,
por lo que resulta ser un buen agente para la reducciéon del oxigeno a superéxido. Se
localiza en la membrana plasmatica y en la membrana de granulos especificos. En
cuanto a su estructura, estd formado por dos subunidades: una cadenaa o p2 1Phox
portadora del grupo hemo, y otra B o gp91°™™* altamente glucosilada. Esta se
considera que es la portadora del grupo FAD deshidrogenasa (Segal et al., 1992), con
unos pesos moleculares de 21 y de 76-92 kD respectivamente (Royer-Pokora et al.,
1986).

Proteina Rap : se observé que el citocromo bssg inmunoprecipita con una
proteina de 22 kD. De acuerdo con estudios a partir de ADNCc, esta proteina tiene una
secuencia idéntica a la de las proteinas relacionadas con la proteina G, esta proteina
se identific6 como rap 1 (Quin, 1989). El complejo se forma con el citocromo bssg en
el periodo de activacion de la NADPH oxidasa.

Componentes del citosol:

Proteinas p47""* y p67°"° : estas proteinas se identificaron como necesarias
en la activacion de la NADPH oxidasa al demostrarse su deficiencia en la enfermedad
granulomatosa cronica (CGD). Tienen unos pesos moleculares de 47-48 y 65-67 kD

respectivamente. La proteina p47°"™

presenta unos sitios susceptibles de fosforilarse
por acciéon de PKC; de hecho, en neutrdfilos estimulados con PMA se ha descrito que
la fosforilacién tiene lugar exclusivamente entre los residuos 303-379, donde hay
siete serinas que pueden potencialmente fosforilarse. Se ha encontrado una
fosforilacion defectuosa de p47°™™ en enfermos con CGD y en pacientes con déficit

PhoX cea necesaria la

de citocromo bsss , esto sugiere que para la translocacion de p47
presencia del citocromo bssg . La fosforilacion de p47°™™ dependiente de PKC esta
directamente relacionada con la translocacién de p47"*™ y p67°"™* a la membrana
plasmatica (Naussef et al., 1991). La fosforilacion tiene lugar en el citosol de la
célula; una vez fosforilada se une a la membrana en un sitio especifico que parece

estar localizado en el citocromo bssg (Kleinberg et al., 1990). Esta proteina de 47 kD
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tiene una secuencia muy parecida a la de la proteina que estimula la actividad
GTPasica (Lomax et al., 1989) la cual interactiia con proteinas ras.

Proteina racl y rhoGDI : para la activacién de la NADPH oxidasa es necesaria
la participacion de unas proteinas citosolica receptoras de GTP, de 21 kD (p21racl) y
26 kD (GDI, factor inhibidor de la disociacion de GDP (Didsbury et al., 1989;
Fukumoto et al., 1990)). Racl pertenece a la superfamilia Ras de proteinas, con unos
pesos moleculares entre 20-30 kD y con capacidad para unirse e hidrolizar GTP. La
proteina p21 racl se aislo por primera vez del citosol de macrofagos de cobayas.
Posteriormente se aislé del citosol de neutrofilos humanos denominandose p21 rac2,
con una homologia del 92% con p21racl. Esta proteina esta en condiciones normales
unido a GTP, en el complejo que forma con GDI (Segal y Abo 1993). La activacion
de la oxidasa, estd asociada a movimientos de p21rac junto con GDI desde el citosol a
la membrana. La translocacion de p21racl ocurre de manera independiente de la de
p47"™ y p67""™ ya que en ausencia de estas dos proteinas, se observa la
translocacion de p21racl. Sin embargo, la unién a la membrana si es dependiente de
la presencia del flavocitocromo, ya que en ausencia de cit bssg no se observa el
ensamblaje de p21racl con la membrana (Heyworth et al., 1994).

En neutrofilos sin activar, la NADPH oxidasa se encuentra disociada en sus
distintos componentes. Cuando se activa, los componentes se ensamblan a la
membrana citoplasmatica (Dewald et al., 1979).

Estudios realizados en neutréfilos han puesto de manifiesto la necesidad de la
participacion de varios grupos tioles en la activaciéon del estallido respiratorio.
Cuando se incuban las células en presencia de 6xido de fenilarsina, se forma un anillo
estable con estos grupos que impide la participacién de estos en ninguna acciéon. En
estas circunstancias se inhibe la produccion de radicales libres, al estimular con f-
MLP. En el caso de que las células estén previamente estimuladas con f-MLP, la
NADPH oxidasa permanece activa. Tampoco se modifica en ningin caso la
concentraciones de calcio. El bloqueamiento de los grupos tioles también bloquea la
activacion de la PKC, aunque si se transloca del citosol a la membrana. Otro efecto
que tiene lugar cuando se impide la actuacion de los grupos tioles, es la inactivacion
de la fosfotirosinfosfatasa. Estos resultados sugieren la participacién de estos grupos
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tioles en la activacion del estallido respiratorio, y la intervencion de la PKC en este
proceso (Kutsumi et al., 1995).

Flavocitocromo

b
558 Reasociacion
de GDI y Rac

Esquema representativo de la composicion y activacion del sistema NADPH oxidasa.

1.9.2. FOSFOLIPASAS IMPLICADAS EN EL ESTALLIDO RESPIRATORIO.

Los estudios realizados en células y en preparaciones de membranas, llevan a
la conclusion de que los responsables del estallido respiratorio lo hacen a través de la
estimulacion de la fosfolipasa C, por una proteina G sensible a toxina pertasica (Gy).
La hidroélisis del PtdInsP, tiene como resultado la formacion de diacilglicerol e InsPs,
ambos son segundos mensajeros, que estimulan la PKC de manera directa (DAG) y
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de manera indirecta a través del aumento en las concentraciones de Ca>* (el InsP; se
une a receptores especificos de los compartimentos intracelulares encargados del
almacén del Ca®>" e induce la depleccion del Ca”", y el consiguiente aumento de su
concentracion intracelular (Pozzan et al., 1983; Volpe et al., 1988)).

Ademas de la fosfolipasa C, en otros estudios se han descrito implicadas en
este proceso la fosfolipasa D y la fosfolipasa A,. El principal substrato de la
fosfolipasa D es la fosfatidilcolina. El resultado de la estimulacion de fosfolipasa D es
la produccion de acido fosfatidico, que posteriormente se descompone por una
hidrolasa y uno de los productos resultantes es el DAG (Asaoka et al., 1992). La
actividad de la fosfolipasa D sélo se manifiesta cuando se recombinan el citosol y la
membrana de las células. Esto sugiere la idea de que a diferencia de lo que ocurre con
la fosfolipasa C y A2, esta enzima tenga varios componentes que se€ encuentran
distribuidos entre el citosol y 1a membrana.

La participacion en este proceso de la fosfolipasa A se observé como
consecuencia de que el tratamiento de las células con inhibidores de esta enzima,
tenia como resultado la no activacion del estallido respiratorio incluso aunque la
célula fuera tratada con PMA. El resultado de la activacion de la fosfolipasa A; es la
formacién de lisofosfatidilcolina y acidos grasos insaturados. Estos ultimos son
activadores directos de la PKC.

En el caso de la fosfolipasa D y A, aparece un fendmeno de retroalimentacion
positivo, ya que la PKC activada ejerce un efecto potenciador de la actividad de la
fosfolipasa D y A,, con lo cual la sefial inicial provoca un efecto mas duradero que la
accion sobre la fosfolipasa C (Asaoka et al., 1992). En neutréfilos estimulados la
activacion de la fosfolipasa A tiene una regulacion doble: por un lado depende de la
concentracion de Ca®*, por otro de la proteina G (Cockeroft et al., 1991).
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Esquema representativo de la actuacion de las diferentes fosfolipasas sobre la
NADPH oxidasa. PTK, protein tirosin kinasa; PLD, fosfolipasa D;PLA,, fosfolipasa
A,, G, proteina G; PtdCho, fosfatidilcolina; PKC, proteinkinasa C; DAG,
diacilglicerol; IP3, inositoltrifosfato.
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1.9.3.- INTERVENCION DEL Ca> EN LA ACTIVACION DE LA NADPH OXIDASA.

El calcio es un elemento de gran importancia en la activacién de la NADPH
oxidasa, aunque su mecanismo de accion no es del todo conocido. En experimentos
realizados en neutréfilos se ha conseguido impedir la estimulaciéon de la NADPH
oxidasa ejercida por el f~-MLP, mediante la adicion al medio de incubacién de un
bloqueante de la bomba de Na'/Ca*. La inhibicién de esta bomba tiene como
resultado la inhibicion del flujo de calcio que se considera que de alguna manera
participa en la activacién de la NADPH oxidasa. Por otro lado incrementos en [Ca®'];
superiores a 250 nM, provocan una activacion directa de la NADPH oxidasa
(Simchowitz et al., 1990).

En los primeros estudios realizados sobre este tema, se encontrd, que en
células en las que se habia depleccionado el Ca*", no se provocaba el estallido
respiratorio cuando se incubaban en presencia de f-MLP (Lew et al., 1984), y que el
estallido respiratorio va siempre precedido de un incremento en los niveles de calcio.
Entre ambos sucesos hay un tiempo de retardo, necesario para que tenga lugar la
produccion de InsP;. La presencia de calcio, es necesaria para la activacion de la
fosfolipasa C y la consiguiente formacion de DAG e IP;.

No obstante, hay otros estudios que apoyan la idea de un camino
independiente de Ca®* (Pozzan et al., 1983), que en determinadas circunstancias se
puede poner en marcha. La estimulacion de neutréfilos con PMA, tiene como
consecuencia un incremento en la actividad de la NADPH oxidasa, sin ir precedido
de un incremento en los niveles de calcio (Grzeskowiak et al., 1986).

1.9.4.- INTERACCIONES ENTRE LA PKC Y LA NADPH OXIDASA.

El hecho de que el PMA provocaba la estimulacion de la NADPH oxidasa era
conocido desde hacia tiempo (Robison et al., 1985).

La NADPH oxidasa puede ser activada a través de mecanismos diferentes, uno
de los cuales es dependiente de PKC. Esta afirmacion, estd basada fundamentalmente
en dos hechos; uno es la relacion existente entre la estimulacién con PMA y la
diminucion en la tasa de fosforilacion de determinadas proteinas, y el otro es el hecho
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de que la PKC se transloca del citosol a la membrana, segundos antes de que se inicie
el estallido respiratorio (Christiansen, 1988).

La respuesta de la NADPH oxidasa al PMA tiene un periodo de latencia de
varios segundos (15-25), es duradera y logicamente bloqueada por inhibidores de
PKC; la respuesta al {-MLP tiene un periodo de latencia menor de 5-10 segundos,
tiene una menor duracion, es dependiente de calcio y no se afecta por los inhibidores
de PKC (Segal and Abo, 1993).

p47-phox contiene dos dominios SH3 (dominios no catalitico de alta
-homologia con los del producto del oncogen src) y varios residuos de serina, que
pueden ser reconocidos por PKC. Cuando los neutréfilos son estimulados por PMA,
se fosforilan algunos de estos residuos de serina, y la proteina se transloca a la
membrana celular a un sitio dependiente de citocromo bssg, en la parte interna de la
membrana celular (Segal and Abo, 1993).

Cuando a los neutrdfilos, previamente estimulados, se les adiciona algun
inhibidor de PKC se encuentra una rapida defosforilacion de p47""™ y una
disminucién en la produccion de radicales O, Esto sugiere la participacion de
fosfatasas cuya accién se ve continuamente contrarrestada por la PKC. Cuando a
estas células, en estas condiciones, se le adiciona un antagonista de fosfatasa tanto del
tipo 1A como 2A la defosforilacion no tiene lugar. Estos datos revelan que la proteina
p47""* esta sometida a un proceso de continua fosforilacion y defosforilacién en
donde predomina el primero durante el tiempo en que la célula permanece activada.
(Curnutte et al., 1994).

El tratamiento de estas células con acido okadaico (inhibidor de fosfatasa),
tiene como resultado la disminucion en la produccion de radicales libres, y se
encuentra una hiperfosforilacion que se pone de manifiesto con la aparicién de la
proteina p67°* fosforilada.

1.9.5.- RELACION ENTRE LA PRODUCCION DE RADICALES LIBRES Y LA
ACTIVACION DE LA APOPTOSIS.

En timocitos se observo una relacion entre los radicales libres y la muerte
celular programada. Cuando se trataban las células sometidas a radicales libres, con
sustancias antioxidantes se veia una desaparicion del proceso de apoptosis (Wolfe et
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al., 1994). Un estudio reciente revela que la apoptosis inducida en los neutréfilos con
posterioridad a una infeccién por E. coli, se debe al incremento en radicales libres
provocados por el propio neutréfilo como mecanismo de defensa contra las bacterias
(Watson et al., 1996a).

En linfocitos, se han realizado estudios en los que se ha puesto de manifiesto,
que los factores de transcripcion c-jun y NF-xB son activados en presencia de
radicales de oxigeno, asi como que inhibidores de tirosinkinasa bloquean la
activacion de NF-xB por H,O,. Esto sugiere que estos radicales de oxigeno utilizan la
via de la tirosinkinasa para activar NF-kB. Este factor estd involucrado en la
estimulacion del proceso de apoptosis celular. Numerosos estudios se han realizado
con el fin de relacionar la activacion de la NADPH oxidasa y la activacion de la
tirosinkinasa, y la posible intervencién de ésta en el proceso de apoptosis. Se han
encontrado dos familias de tirosinkinasas relacionadas con la transduccion de
respuestas por la union del antigeno al receptor en los linfocitos: las familias de
kinasas src y syc. Las syc kinasas se encuentran bajo el control de las src kinasas.
Inhibidores de tirosinkinasa bloquean la produccion de InsP; y el incremento en los
niveles de Ca® (Schieven et al., 1993). El tratamiento de los linfocitos con H,O, tiene
como resultado un incremento en la fosforilacion de restos tirosina (Schieven and
Ledbetter, 1994).

En general, los radicales libres se consideran como moléculas que actian como
mensajeros, son moléculas pequeiias, difunden rapidamente, y son altamente
reactivas. Por otro lado, pueden ser rapidamente suprimidas por enzimas como la
superoxido dismutasa, la catalasa, y el sistema glutation peroxidasa. Esto permite
tener un estrecho control sobre las cantidades de radicales de oxigeno presentes en
cada momento. La depleccion de estos sistemas protectores de las células también
conducen a un incremento de la apoptosis en neutréfilos (Watson et al., 1996b).

En neutrdfilos, el incremento en la actividad de la NADPH oxidasa también se
encuentra asociado a un incremento en la tirosinfosforilacion, concretamente se
encuentra una activacion en tres de las cinco tirosinkinasas presentes en los
neutréfilos: p56/59™", p72%, y p77°*. Dado que los radicales de oxigeno disminuyen
la actividad de las tirosinfosfatasas, el incremento en la tirosinfosforilacion puede
considerarse el efecto conjunto de un incremento en la fosforilaciéon y una

45



Introduccion

disminucion en la desfosforilacion (Brumell et al., 1996). En otros estudios sin
embargo, se pone de manifiesto que el incremento en la actividad tirosinkinasa por
GM-CSF, conduce a una disminucioén de la apoptosis en neutréfilos. (Yousefi et al.,
1994).

1.10.- OTROS FACTORES IMPLICADOS EN LA APOPTOSIS.

1.10.1.- ATP.

Esta molécula también se encuentra involucrada en algunos casos de muerte
por apoptosis . El hecho de que el ATP sea un inductor de la apoptosis tiene mucho
interés, debido a que es una molécula de amplia distribucion y fuente de energia en
todos los tipos celulares.

En timocitos se observo que el ATP extracelular es capaz de inducir en este
tipo de células una muerte celular programada, clasificada como tal por las
alteraciones fisiologicas y bioquimicas que ocurren en las células. Estos cambios, van
precedidos por un incremento inmediato en los niveles de calcio, aunque en estas
células un unico incremento en los niveles de calcio no es suficientes para inducir la
apoptosis. Cuando estas células se incuban en presencia de un inhibidor de la sintesis
de proteinas como la cicloheximida se impide el desencadenamiento de la apoptosis
por ATP (Zheng et al., 1991).

Los efectos que este compuesto ejerce en neutrdfilos estan mediados por un
receptor tipo P, purino. Este receptor esta asociado a la activacion de la fosfolipasa C
a través de una proteina G, sensible a toxina pertusica (Gasmi et al., 1996).

1.10.2.- AMPc.

El AMPc a través de la activacion de la proteinkinasa A (PKA), parece ser otra
molécula implicada en el proceso de apoptosis. En timocitos incrementos en la
concentraciéon de AMPc, pueden ser suficientes para la activacion de endonucleasas

46



Introduccion

encargadas de la degradacion del ADN. La capacidad del AMPc para mediar efectos
de este tipo se pone de manifiesto en ausencia de sefiales mas poderosas que medien
los efectos contrarios, como seria el caso de la activacion de la PKC. Estos datos,
apoyan la idea de que el desencadenamiento de la muerte celular depende del balance
existente entre los diferentes factores que intervienen en la activacién/desactivacion
de PKA y PKC (McConkey et al., 1990).

En el caso de los neutréfilos, la apoptosis espontanea puede ser inhibida por
accion del AMPc, analogos de éste o por un activador de la adenilatociclasa como la
forskolina (Rossi et al., 1995). El efecto del AMPc seria debido a una disminucion en
la produccion de IP; con la consiguiente disminucion de los flujos de calcio inducidos
por la interaccion del IP; con su receptor en el reticulo endoplasmico (Lemner et al.,
1988).

1.10.3.- GLUCOCORTICOIDES.

In vivo se observa que el tratamiento con glucocorticoides modifica la
actividad de los neutréfilos. Se encuentra una disminuciéon en muchas de sus
funciones caracteristicas, tales como fagocitosis, quimiotaxis, desgranulacién,
generacion de radicales libres, etc. Paralelamente a esto se observa una neutrofiha.
Este incremento en el mamero de neutréfilos se debe a una retraso en la muerte de
estas células, mas que a un incremento en la tasa de sintesis de neutrdfilos por parte
de la médula 6sea. Los glucocorticoides con efecto antiinflamatorio, retardan la
apoptosis (mas que inhibirla) (Meagher et al., 1996). El mecanismo de accion no esta
claro pero parecen implicados: a) mecanismos de modulacion de [Ca®], b)
mecanismos de regulacion de determinados genes, como el p53; que encontraria
disminuida su expresion como consecuencia de la accion de los glucocorticoides, o
el antigeno Fas, que ejerceria su funcion controlando los niveles de la ceramida. De
hecho se ha encontrado que la dexametaxona incrementa el contenido en
esfingomielina de los neutréfilos in vitro (Liles et al., 1995).

Sin embargo en otro estudios se ha puesto de manifiesto que la incubacién con
los glucocorticoides promueve la apoptosis. El tratamiento de linfocitos con
glucocorticoides, detiene el ciclo celular e induce la apoptosis como consecuencia de
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la activacion de una endonucleasa dependiente de calcio. Este efecto se suprime si al
medio de incubacion se le adiciona un antagonista de glucocorticoides (Caron-Leslie
and Cidlowski, 1991).

En otros estudios realizados en un clon de linfocitos T dependientes de IL-2,
que se incubaron en presencia de dexametaxona, se observd una induccion de
apoptosis, debida a una activacion de las endonucleasas que degradan la cromatina en
fragmentos de nucleosomas. Ambos sucesos se inhiben en presencia de IL-2 (Nieto
and Lopez-Rivas, 1989). Igualmente en células de leucemia linfocitica cronica de
células B, se ha descrito que el tratamiento con glucocorticoides induce la
fragmentacion del ADN caracteristica del proceso de apoptosis (McConkey et al.,
1991). En estos casos un posible mecanismo de accioén de los glucocorticoides podria
atribuirse a la produccion de radicales libres en las células (Fernandez et al., 1995).

1.10.4.- SEGUNDOS MENSAJEROS DE CARACTER LIPIDICO.

Son varios los segundos mensajeros relacionados con el desarrollo de 1a muerte
celular programada. Entre ellos se encuentran tanto glicerolipidos como
esfingolipidos. Entre los primeros y de los mejor estudiados se encuentra el DAG,
que actaa como activador fisiologico de la PKC, con la consiguiente activacion de la
NADPH oxidasa, y produccion de radicales libres. El DAG resulta de la hidrolisis del
PtIns (4,5) P, por accién de la fosfolipasa C. La activacion de ésta se consigue bien a
través de una proteina G, o bien por la accion de alguna tirosinkinasa.

Dentro de los esfingolipidos, la ceramida es el mas estudiado como segundo
mensajero en el proceso de induccion de la apoptosis. Las primeras observaciones,
se realizaron como consecuencia de que al tratar las células con TNF-a se producia
una activacion de la esfingomielinasa (fosfolipasa C especifica de esfingomielina) con
la consiguiente produccion de ceramida. Posteriormente se observd que al incubar las
células en presencia de ceramida se obtenian los mismos resultados que si se trataban
con el TNF-a. El efecto era el mismo que si se trataban las células con
esfingomielinasa (Obeid et al., 1993; Jarvis et al., 1994b). El mecanismo de accién de
~ la ceramida parece ser la activacién de una serin-treonin fosfatasa de la familia PP2A,
aunque se ha implicado también en la regulacion de la expresion de determinados
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genes. Asi al tratar las células con ceramida se aprecia una induccion de c-myc y una
detencion del ciclo celular (Testi, 1996). Esta accion inductora de la apoptosis se
puede inhibir afiadiendo al medio un activador de PKC. El mecanismo que relaciona
ambos estimulos no esta aun bien descrito (Hannun and Obeid, 1995). También se ha
propuesto como mecanismo de accion de la ceramida la inhibicion de la PKC, lo que
justificaria que la activacion de la PKC impidiera la apoptosis (Ohta et al., 1994;
Lucas and Sanchez-Margalet, 1995) .

Otras dianas de la accion de la ceramida ademas de la fosfatasa, pueden ser
una proteinkinasa C activada por ceramida (CAPK), y la isoforma PKC £ que parece
directamente relacionada con la activacion del factor de transcripcion NFxB. (Liu et
al., 1994; Yao et al., 1995).

En estudios realizados preincubando los neutréfilos con n-acetilesfingosina (C,
ceramida), una ceramida a la que la membrana plasmatica es permeable, al adicionar
PMA no se produce el estallido respiratorio ni variacion en el grado de fosforilacion
de las proteinas. La C, ceramida por si sola no altera los niveles de calcio, pero inhibe
los flujos de calcio en células estimuladas con f-MLP. El mecanismo por el que la
ceramida inhibe la produccion de radicales libres no esta perfectamente descrito, pero
el hecho de que evite el flujo de calcio provocado por el f-MLP, hace suponer que no
es a nivel de depleccion de InsP; sino que sea mas bien a través de PKC, como ejerce
su accion bloqueante de los flujos de calcio e inhibidora de la produccion de radicales
libres. Por otro lado la ceramida activa una serin-treonin fosfatasa independiente de
cationes que pertenece a la familia de fosfatasas del tipo 2A y que esta implicada en
la defosforilaciéon de proteinas substratos de PKC. Estos datos sugieren que la
fosfatasa tipo 2A puede prevenir la entrada de calcio, actuando sobre algun factor
responsable del flujo de calcio. Otro sitio de accion posible para la fosfatasa tipo 2A
puede ser la proteina p47°™™; una defosforilacion de esta proteina dificultaria el
ensamblaje de la NADPH oxidasa con la consiguiente inhibicion en la produccion de
radicales libres (Wong et al., 1995)

La fosfolipasa D cataliza la hidrdlisis de fosfatidilcolina para generar acido
fosfatidico mas colina; el acido fosfatidico puede actuar directamente o ser
metabolizado a DAG por una fosfohidrolasa. La activacion de la fosfolipasa D
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mediada por ésteres de forbol es dependiente de ATP y su actividad es inhibida por
estaurosporina.

En neutréfilos la activacion de la fosfolipasa D, puede observarse tras un
tratamiento de las células con ésteres de forbol. La activacion se realiza a través de la
fosforilacion de alguna proteina de membrana, es necesaria la presencia de
componentes de membrana y del citosol, y también la presencia de concentraciones
micromolares de calcio. Uno de los componentes de membrana es una proteina G de
pequefio peso molecular que pertenece a la familia de las proteinas Rho; otra de las
proteinas G es ARF (que sinergiza con una proteina de 50 kD que se sabe activa
fosfolipasa D). Las isoenzimas involucradas en la activacion de la fosfolipasa D son
las formas convencionales, aunque no todas actiian con igual especificidad (BI >a >
v) (Lopez et al., 1995)..

Glicerolipidos

\ Esfingolipidos

PtdCho Esfingomielina
I PLD
/ Esfingomielinasa
Ptdins(4,5)P,
PtdOH
PLC / Ceramida
/A
~_ / \
/ \
P, / DA|G / \
: I fosfatasa PKC
.y V
I C a2+ PKC

Esquema representativo las diferentes sefiales que se pueden activar partiendo de los
distintos lipidos. (PtdCho, fosfatidilcolina. PtdOH, 4cido fosfatidico. PLC,
fosfolipasaC. PLD, fosfolipasa D. PKC proteinkinasa C. PtIns(4,5)P,, fosfatidil-
inositol 4,5 difosfato. IPs, inositoltrifosfato. DAG, diacilglicerol).
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Objetivos

A la vista de la diversidad de factores y de las contradicciones encontradas en
la bibliografia sobre la intervencion de distintos factores en el desencadenamiento de
la apoptosis, se planted el estudio de la apoptosis en neutréfilos, centrado en tres
aspectos, el papel del calcio, la participacion de la PKC y la intervenciéon de
metabolitos reactivos del oxigeno, ya que el neutréfilo es una células potencialmente
apoptoética, con un potencial oxidativo grande y que se activa por mecanismos en los
que estan implicados el Ca>* y 1a PKC.

- En relacion al calcio, se planteé estudiar las variaciones en las
concentraciones intracelulares de calcio en neutréfilos sometidos a diferentes
estimulos, apoptéticos y no apoptdticos, con el fin de comprobar si en este tipo de
célula las variaciones intracelulares de Ca®* estaban relacionadas con el proceso de
apoptosis. Particularmente estudiando el efecto de tapsigargina, potente activador de
apoptosis y regulador de los flujos celulares de calcio.

- Respecto a la proteinkinasa C, se tratd de estudiar el comportamiento de estas
células en presencia de activadores e inhibidores de esta proteina, y observar si existia
alguna relacion entre la activacion o inhibicion de la PKC y el desencadenamiento de
la apoptosis en los neutréfilos. Una vez que se estudid la participacion de la PKC en
el desencadenamiento de la apoptosis y su actuacion en la regulacion de los flujos de
calcio, se plante6 ver la posible regulacion de estos hechos por la fosforilacion de
alguna proteina de membrana.

- Respecto a los metabolitos reactivos del oxigeno, parece aceptado
mayoritariamente que son responsables de la activacion del proceso de apoptosis. En
estas células, el estudio de este supuesto era especialmente importante por ser
precisamente los neutréfilos los responsables de la produccion de los radicales libres,
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y verse sometidos de manera continua a altas concentraciones de los mismos. El
planteamiento era estudiar si la activacion en la producciéon de  MRO suponia un
incremento en la apoptosis en estas células, que pot otro lado se sabia que sufren
apoptosis espontanea. Suponiendo ademas que la inducciéon de la apoptosis del
neutréfilos por MRO podria ser de alguna manera un mecanismo de defensa tisular,
ya que evitaria las lesiones que los radicales libres pueden producir en los tejidos
adyacentes a la zona donde tiene lugar la reaccion de inflamacion.
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Material y Método

3.1.- AISLAMIENTO DE POLIMORFONUCLEARES.

3.1.1.- REACTIVOS.

-Dextrano T 500 al 6% en NaCl al 0.9%.

-Solucién Ficoll-Hypaque para el aislamiento de linfocitos.
-NaCl al 0.9%.

-Solucion hipotonica.

3.1.2.- METODO.

El aislamiento de neutréfilos de sangre periférica se realiza basicamente en tres
etapas: sedimentacion en dextrano, con el fin de sedimentar los hematies,
centrifugacion en gradiente de Ficoll, para separar los neutrdfilos de las plaquetas y
células mononucleares, (Boyum, 1968) y choque hipoténico, para lisar los hematies

remanentes.

-Partir de 10 ml de sangre periférica por puncion venosa y extraccion por el sistema
vacutainer en tubos de EDTA K .

-Mezclar la sangre con 2.5 ml de dextrano al 6% en solucién salina. Dejar reposar
durante una hora a temperatura ambiente .

-Recoger el sobrenadante con una pipeta Pasteur y afiadir sobre 2.5 ml de Ficoll-
Hypaque.

-Centrifugar 20 minutos a 2500 r.p.m.

-Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 2 ml de solucién salina .

-Dar un choque hipoténico a fin de eliminar los eritrocitos remanentes.

-Centrifugar durante 5 minutos a 1000 r.p.m.

-Eliminar el sobrenadante.

-Someter las células a dos lavados en 10 ml de NaCl 0.9% tras cada uno de ellos
centrifugar durante 5 minutos a 1000 r.p.m.
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-Resuspender el pellet finalmente en el buffer en que se vayan a llevar a cabo los

experimentos.

En cada experimento los neutréfilos utilizados son de un mismo donante. En
casos de experimentos en los que se necesitd gran cantidad de sangre se mezclaron
los neutréfilos una vez aislados, con la intencion siempre de evitar en la medida de lo
posible las variaciones debidas al diferente estado de activacion en los neutrofilos de
los diferentes donantes.

3.2.- ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR..

3.2.1.- REACTIVOS.

-Azul Tripan al 1% en NaCl al 0.9%.
-PBS suplementado con CaCl, 1.2 mM y MgCl, 1.2 mM (PBSS).
-Buffer Krebs-Hepes suplementado con CaCl, 1.2 mM y glucosa 10 mM.

3.2.2.- METODO

Inmediatamente después de la obtencion de las preparaciones celulares, se
procede al estudio de la viabilidad celular tanto en PBSS como en el buffer Krebs-
Hepes suplementado. Para ello se utilizé el método de exclusion de azul tripan,
basado en que las células no viables son permeables al colorante y aparecen por tanto
tefiidas cuando se observan al microscopio. Las células se incuban con el colorante
durante 5 minutos y posteriormente se observan al microscopio.

La viabilidad media obtenida en las preparaciones utilizadas fue del (97-99) %.

Se estudi6 la viabilidad en los neutréfilos sometidos a diferentes tiempos de
incubacion con DMSO que era el disolvente utilizado para los estimulos que se iban a
utilizar, (tanto el PMA como la tapsigargina iban disueltos en DMSO). No se observé
ninguna diferencia con respecto a la viabilidad obtenida en células control.
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3.3.- ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION DE ADN.

3.3.1 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS.

3.3.1.1. Reactivos.

-Buffer Krebs-Hepes (pH 7.4).
NaCl.................... 120 mM
Hepes.....ccooeeee.. 25 mM
KCl...oooii, 4.8 mM
KH,PO.q.................. 1.2 mM.

MgS0,.7TH0.......... 1.2 mM.

Este buffer se suplementa con CaCl, 1.2 mM y glucosa 10 mM para la
realizacion de los experimentos (Buffer HS: buffer hepes suplementado).

-Tapsigargina 500 uM, (en DMSO).
-PMA 50 uM, en (DMSO).
-Estaurosporina 100 uM.

3.3.1.2. Método.

Los neutréfilos una vez aislados se resuspenden en el Buffer HS, a una
concentracién de 1x10° células /ml. Se incuban las células (1 ml), a 37 °C durante
tiempo variable con el estimulo especifico del experimento. Pasado este tiempo se
toma una alicuota para estudiar la viabilidad celular. Posteriormente se centrifugan 5
minutos a 4000 r.p.m. y se procede a la extraccion del ADN.

Antes de la realizacion de este tipo de experimentos se comprobd que el
DMSO, que se utiliza como disolvente de los efectores, no ejerciera ningin efecto
adicional en las células. Para ello se sometieron los neutréfilos a un periodo de

incubacion de 8, 18 y 24 horas con 1 ul de DMSO, y se comprobé que no habia
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ninguna variacion en el patron de fragmentacion del ADN entre las células controles
y las incubadas con DMSO.

El estudio de la fragmentacion del ADN se realiz6 también con otros tipos
celulares como macroéfagos peritoneales de rata y células de la linea celular RINmSF.
El medio de incubacién de las células en ambos casos fue RPMI 1640 suplementado
con suero bovino fetal (SBF) al 10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 U / ml,
estreptomicina 0.1 mg / ml. Las concentraciones de las células y la temperatura de
incubacion fueron las mismas que para los neutréfilos. Una vez incubadas con los
estimulos el tratamiento que se siguid con estas células fue el mismo que para los
neutrdfilos.

3.3.2.- EXTRACCION DE ADN.
3.3.2.1. Reactivos.

-Proteinasa K: 20 mg / ml.
-Ribonucleasa A: 10 mg / ml.

- Buffer de lisis
NaCl.............. 0.5M
EDTA.......... 2 mM
Tris.CIH......10 mM pH 7.4
-SDS al 10%

-Fenol-cloroformo-isoamilalcohol (25:24:1)
-Cloroformo-isoamilalcohol (24:1)

-Buffer T.E.
Trs.............. 10 mM pH 7.6
EDTA......... 1 mM

-Etanol absoluto.
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3.3.2.2. Método.

-Centrifugar las suspension celular (1x10°) a 2500 r.p.m. durante 10 minutos.
-Resuspender el pellet de los neutréfilos en 100 pl de buffer de lisis. Afiadir SDS
(concentracion final: 0.5%).

-Afiadir proteinasa K (concentracion final 0.5 mg / ml). Incubar 1 hora agitando a
50°C, o toda la noche a 37°C.

-Someter a un choque térmico 10 minutos a 90°C para desnaturalizar la proteinasa K.
-Dejar enfriar y afiadir ribonucleasa A (concentracion final: 0.5 mg / ml). Incubar a
50°C 1 hora.

-Mezclar con igual volumen de fenol-cloroformo-isoamilalcohol. Agitar en vortex
hasta homogenado.

-Centrifugar 10 minutos a 5000 r.p.m.

-Transferir la fraccion acuosa a otro tubos Eppendorf y afiadir igual volumen de
cloroformo-isoamilalcohol . Agitar en vortex hasta homogenado.

-Centrifugar a 5000 r.p.m. durante 10 minutos.

-Transferir la fraccion acuosa a otro tubos Eppendorf y afiadir 3 volimenes de etanol
absoluto. Mantener durante toda la noche a -20°C.

-Centrifugar durante 15 minutos a 4°C a 14000 r.p.m.

-Resuspender el pellet en 100 pl de buffer T.E.

3.3.3. CUANTIFICACION DEL ADN.

La cantidad y pureza del ADN se determina por espectofotometria midiendo la
absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm. El cociente Ao/ Asgo debe ser superior
a 1.6 en un ADN hidratado bien purificado. Una soluciéon patrén de ADN de
concentracién conocida 50 pg / ml tiene una Ay = 1, lo que permite calcular la
concentracion de ADN a partir de su Ayg.

Los cocientes obtenidos en las distintas preparaciones de ADN oscilaron entre
1.6 - 1.8.
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Las concentraciones obtenidas de ADN en los distintos experimentos oscila
entre 45-55 pg / 10° células, sin que se aprecien diferencias significativas en funcién
de los diferentes estimulos a los que se somete las células.

3.3.4.- MARCAJE DE ADN CON *?p,

La reaccion de marcaje se realizé con la polimerasa Kienow.
El buffer de 1a reaccion es el siguiente:

Tris.ClH..................... 10 mM pH 7.5
MgCly .o 5mM
polimerasa Klenow......2.5 U/ ul
2PACTP ..., 0.5 uCi/ pl.

En 20 pl del buffer se incuban 10 pl del ADN durante 10 minutos a T?
ambiente, y pasado este tiempo se para la reaccion con EDTA, (concentracién final
10 mM).

3.3.5- ELECTROFORESIS Y VISUALIZACION DEL ADN.

3.3.5.1. Reactivos

-Buffer de electroforesis.
Tris-borato ...... 0.09M

EDTA............ 0.002M
-Buffer de carga de la muestra:
Glicerol...................... 30%

Azul de bromofenol...0.25%
Azul de xilencianol.....0.25%
-Agarosa .
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3.3.5.2. Método.

La muestra de ADN se carga en el pocillo con el buffer de carga (6:1), la
electroforesis se realiza en un gel de agarosa al 1.8%, durante 1.5 hora a 80 voltios. Si
la muestra se ha marcado radiactivamente, se seca el gel y se revela por
autorradiografia con una placa de rayos X, después de estar en contacto el gel con la
placa durante toda la noche a -80°C. Si no se ha marcado, se tifie el gel con bromuro
de etidio, (10ul / 100 ml ) de una preparacion 10 mg / ml, y se mira por

transiluminacion con luz ultravioleta.

3.4- ESTUDIO DE LA APOPTOSIS POR MICROSCOPIiA
ELECTRONICA.

3.4.1. REACTIVOS.

-Glutaraldehido al 2% tamponado con fosfato de Milloning 0.2 (pH 7.3).
-Solucién fijadora de tetroxido de osmio al 1% en el mismo tampén fosfato.
-Acetona de diferente gradacion.

-Solucion acuosa de acetato de uranilo.

- Citrato de plomo.

3.4.2. METODO.

A partir de sangre periférica se aislan neutr6filos por el método ya descrito.
Una vez sometidos a los diferentes periodos de incubacion con los estimulos, se
procede a centrifugar las preparaciones, el pellet de células se coloca en
glutaraldehido al 2% tamponado, durante una hora a 4°C. A continuacion se coloca en
solucién de tetroxido de osmio, durante media hora a 4°C. Posteriormente se procede
a deshidratar las células con acetona de gradacion creciente y la inclusion en resina se
realiza de acuerdo con la técnica de SPURR.
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Tantos los cortes semifinos como los ultrafinos se realizan con
ultramicrotomos Reichert modelo “Omu 2”. Para contrastar los cortes ultrafinos se
utiliza una solucion acuosa de acetato de uranilo durante 15 minutos y citrato de
plomo durante 3 minutos.

La observacion se hace en un microscopio Zeiss 900.

3.5.- QUIMIOLUMINISCENCIA.

3.5.1. FUNDAMENTO.

La quimioluminiscencia tiene su fundamento en el hecho de que como
resultado de una reaccién quimica se liberan fotones. Este término fue utilizado por
primera vez por Wieddemann en 1888, para diferenciar el fenomeno de emision de
luz “fria” del de incandescencia donde la emision de luz procedia de la energia
liberada por las moléculas sometidas a calor.

Respecto a otras formas de energia, la quimioluminiscencia tiene importantes
particularidades:

-Cada molécula que reacciona alcanza un estado energéticamente excitado que
es el responsable de la emision de la luz y el producto resultante tiene una estructura
diferente del producto inicial (Campbell, 1986)

-Se pueden poner de manifiesto reacciones donde tenga lugar un proceso de
este tipo, siendo minima la energia liberada si se utilizan los aparatos adecuados para
su deteccion.. La utilidad de un tubo fotomultiplicador acoplado al luminémetro se
pone de manifiesto cuando el nimero de fotones es insuficiente para ser detectado por
el ojo humano. El ojo humano puede percibir una imagen si se emiten fotones en una
cantidad de 3.10*s'1. Un buen luminémetro puede llegar a detectar del orden de 10™'
mol. s™ excitados como consecuencia de una reaccién quimica.

-Es una medicidn que se realiza acoplada a una reaccion bioldgica y permite
un registro continuo de dicha reaccién.
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La base de la quimioluminiscencia estd en la produccion de determinados
metabolitos del oxigeno por parte de las células, H,O,, O,, oxigeno singlete (102),
que se originan como consecuencia de la activacion de la NADPH oxidasa. Las
reacciones que dan lugar a la produccidn de estos compuestos son numerosas y muy
interrelacionadas entre si, lo que dificulta el conocimiento exacto de la participacion
de cada uno de estos compuestos en la quimioluminiscencia. No obstante lo que si
esta bien establecido es que la produccion de la quimioluminiscencia es directamente
proporcional a la activacion celular y el estallido respiratorio en estas células, y por
tanto es un método valido para el estudio de la activacion de los neutréfilos. (Allen et
al., 1972).

Este estallido respiratorio se ha observado en polimorfonucleares, macréfagos
y monocitos, entre otras células. Se descarté la idea de que su origen fuera la
respiracién mitocondrial ya que no se inhibe por CN" .

La produccién de radicales de oxigeno detectada por quimioluminiscencia, se
estimula por gran variedad de agonistas fisiologicos, principalmente del sistema
mmune como C3a, C3b, C5a, y también por otros estimulos experimentales, como
A23187 (1on6foro de calcio), PMA y fMLP

En las células fagociticas alguna de las reacciones que tienen como resultado
la produccién de estos compuestos son las siguientes:

(D) @)
4NADPH+ 40, - 4NADP' +4H' + 40, —» 2H,0,+ 20,

€)
H,0,+Cl" - HCIO + OH — ClO0" + H' + OH

2H,0,+20CI -» 2'0,+2H,0+2CI
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(1) NADPH oxidasa
(2) Superoxidodismutasa
(3) Mieloperoxidasa

La sensibilidad de estos ensayos se incrementa si se utilizan ciertos
compuestos quimicos como hidracidas ciclicas (luminol: 5-amino-2,3,dihidro-
1,4, ftalazina-diona) y sales de acridina (ésteres de N-metil acridina) que actiian
como substratos para los agentes oxidantes y aumentan la emisién de luz entre (10°-
10%) veces. Estos compuestos quimicos reaccionan a pH alcalino por lo que se puede
estudiar este fendmeno en condiciones fisiologicas. Para que tengan lugar estas
reacciones se requieren algunos compuestos que actian como catalizadores:
peroxidasas, microperoxidasas...

o
H,0,/ OH
—_— +Ny+H,O0+hyv
H PEROXIDASA
NH, o NH, o
LUMINOL LUMINOL OXIDADO

En el proceso de activacion del “estallido respiratorio” en neutrofilos, ademas
de la activacion de la NADPH oxidasa se produce la exocitosis de granulos
conteniendo mieloperoxidasa y por tanto conviene asegurarse que la mieloperoxidasa
endogena no interfiere la reaccion de oxidacion de luminol. Esto se evita afiadiendo
azida sodica 100 pM, para inhibir la accion de mieloperoxidasa enddgena vy
peroxidasa de rabano que es insensible a dicha concentracion de azida y como enzima
auxiliar proporciona el componente catalitico de la reaccion de oxidacion del luminol.
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3.5.2. REACTIVOS.

-PBS suplementado con Hepes 20 mM, CaCl, 1.2 mM, MgCl, 1.2 mM y glucosa 10
mM (PBSS).

-Peroxidasa 1000 UI / ml.

-NaNj3; 100 mM.

-Luminol 11 mM (en DMSO).

-PMA 50 uM.

-Tapsigargina 500 pM.

-Estaurosporina 100 uM.

-loné6foro de calcio A23187 2 mM.

3.5.3 METODO.

La medida se realiza en un luminémetro Berthol LB 9500 con camara oscura
termostatizada a 37° C acoplada a un fotomultiplicador convenientemente modificado
para permitir la inyeccion de los diferentes estimulos por medio de una microjeringa
Hamilton a través de un orificio.

Para la realizacion de los estudios, los neutrofilos recién aislados se
resuspenden en PBSS y las determinaciones se hacen en un tiempo maximo de una
hora ya que transcurrido este tiempo varia el grado de activacion.

-Afiadir 100 ul de la suspensién celular (5x10* células) a 900 ul del buffer de
reaccion que contiene : buffer PBSS , luminol 10 uM, peroxidasa 2 Ul /ml y NaNj
100 uM.

-Incubar la mezcla de reaccion con los neutrdfilos a 37° C en el luminémetro durante
dos minutos para conseguir una atemperacion de las células.

-Inyectar el estimulo por medio de una microjeringa.

La maxima intensidad de luz con esta concentracion de luminol 11 uM puede

llegar a ser de 10° c.p.s. por 10° células. En condiciones 6ptimas (H,O, +
microperoxidasa, pH 11) el luminol produce 5.10'® cuentas.mol”. Asumiendo que a
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pH 7.4 se produce igunal cantidad de cuentas, el consumo de luminol es sélo de 0.5
fmol s7/10° células mientras que la produccién de oxigeno es aproximadamente 30
pmol de O, s7/10° células. De donde se deduce que no existe el problema en este
método analitico del consumo del sustrato.

El luminémetro permite la determinacion del namero de cuentas que se emiten
por dos segundos que puede representarse a través de un registrador grafico acoplado
al lumindmetro y obtener las curvas de reaccion con el registro continuo, asi como, la
variacion en la velocidad de emision a lo largo del tiempo.

3.6.- MEDIDA DE CALCIO INTRACELULAR.

3.6.1. REACTIVOS.

-Fluo-3/AM 2 mM (en DMSO).

-Buffer Krebs-Hepes con calcio 1.2 mM (pH 7.4), glucosa 10 mM, (buffer HS).
-Tonoforo: A23187 2 mM (en DMSO). '

-Digitonina 5 mM

-EGTA 2 mM en NaOH 0.2M.

-PMA 50 uM.

-Tapsigargina 500 pM.
3.6.2. METODO.

-Resuspender los neutréfilos en el buffer HS (5.10° células / ml)
-Cargar los neutréfilos con Fluo-3/AM. Para ello:
-Sobre la suspension celular afiadir Fluo-3 (concentracion final 4 pM)
~-Incubar durante 30 minutos a 37° en oscuridad y agitacién.
-Tomar una alicuota .(1.10° células / ml).
-Centrifugar durante 5 minutos a 1000 r.p.m.
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-Resuspender el pellet en 1 ml del buffer y efectuar dos lavados consecutivos,
seguidos de centrifugacion durante 5 minutos a 1000 r.p.m.
-Resuspender el pellet en 1 ml del buffer.

Los neutrdfilos asi cargados se transfieren a una cubeta de cuarzo,
termostatizada a 37°C y con agitacion magnética constante. La emision  de
fluorescencia fue recogida utilizando un espectofotometro Hitachi F-2000. La
excitacion y emision de fluorescencia fue de 506 y 526 nm respectivamente. La
autofluorescencia recogida fue alrededor del 10% de la seiial total. La salida del Fluo-
3 del interior celular hacia el medio es menor del 10% durante un periodo de 60
minutos. El proceso de calibracion incluye las medidas de tanto la Fy,.x como la Fyy,
valores que se consiguen por la adicion al medio de digitonina y posteriormente de
EGTA respectivamente (Grynkiewicz et al., 1985; Kao et al., 1989).

El calcio libre intracelular [Ca®'); se calcula mediante la ecuacion:

[Ca>'}i= Ky (F-Fumin) / (FuaxF)

Siendo:
Kg: la constante de disociacion para el Ca®" unido al Fluo-3.
K4=400 nM
F: el valor obtenido de fluorescencia experimental.
Fnax: fluorescencia maxima.
Fin : fluoresecencia minima.

Para comprobar la integridad de la membrana celular y tener la certeza de que
los resultados obtenidos no son el resultado de alteraciones en estructura de la
membrana sino que se debe al efecto provocado por los distintos estimulos, una vez
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finalizado cada experimento se afiadié a la célula un ionéforo de calcio, seguido de 1a
adicion de digitonina y EGTA. Al aifiadir el ionéforo se observa un incremento
significativo de los niveles de calcio, de manera rapida. Al afiadir la digitonina se
produce una desestructuracion de la membrana nuclear con lo que tienden a igualarse
las concentraciones de calcio en el interior y en el exterior celular, y cuando se
inyecta el EGTA se observa una disminucion rapida en las fluorescencias debido a la
accion quelante de calcio.

3.7.- ESTUDIO DE FOSFORILACION DE PROTEINAS DE
MEMBRANA.

3.7.1. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS.

Las neutréfilos, 1x10° células / ml se resuspenden en buffer HS. Se afiaden los
estimulos a estudiar y se incuban durante un determinado tiempo, pasado el cual se
procede a la centrifugacion de las muestras y a la obtencion de la fraccion cruda de
membranas plasmaticas.

3.7.2. OBTENCION DE LAS MEMBRANAS CELULARES.

3.7.2.1. Reactivos.

-Buffer Hepes 5 mM-EDTA 1 mM pH 7.5 con inhibidores de proteasas y fosfatasas:

13VE) 5 mg/ 100 ml.

Bacitracina................ 10 mg / 100 ml.
Leupeptina.................. 1 mg/ 100 ml
(35 (ORI 1 mg/ 100 ml.

NaF (concentracion final 1 mM)
-Buffer Hepes 20 mM pH 7.5 con PMSF (5 mg / 100 ml).
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3.7.2.2. Método.

-Resuspender el pellet obtenido tras la centrifugacion de los neutréfilos en 1 ml de
Hepes 5 mM, con los inhibidores de proteasas y fosfatasas.

-Incubar 15 minutos en frio.

-Sonicar la suspension celular a una intensidad media, en un bafio de hielo, 3 veces
durante 15 segundos cada vez ,con un descanso de 1 minuto entre cada sonicacion,
-Centrifugar a 600 g en una centrifuga J21, durante 10 minutos a fin de eliminar las
células intactas, los nicleos, restos de membranas y mitocondrias.

-Recoger el sobrenadante y centrifugar 30 minutos a 30000 g a 4°C.

-Lavar el pellet en Hepes 20 mM con PMSF: 5 mg/ 100 ml.

-Volver a centrifugar 30 minutos a 30000 g a 4°C.

-Decantar el sobrenadante.

-Almacenar a -80°C para su posterior utilizacion.

3.7.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
Se sigue el protocolo descrito por Bradford (1976).

-Se preparan unas diluciones de concentracion conocida con BSA standard 1000
pg/ml , de 5, 10, 20 y 40 pg / ml respectivamente.

-Se afiaden a 800 pl del patrén, 200 ul del reactivo de Bradford y pasados 5 minutos,
se miden las absorbancias en un espectrofotémetro a 595 nm, y se obtiene una grafica
representando absorbancias frente a concentraciones.

-El mismo procedimiento se sigue con las muestras problemas, y una vez medida la
absorbancia se calcula la concentracion de proteinas que le corresponde de acuerdo

con la curva de calibracion previamente obtenida.

Se comprobo que el buffer en que iba a realizarse la reaccion de fosforilacion
de membranas (Tris 50 mM, MgCl, 10 mM) no interferia la medida en el
espectrofotometro. Para ello se prepararon las soluciones patron tanto en agua como
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en el buffer de resuspensién de las membranas y se midieron las absorbancias, que
eran iguales en ambos casos. La cuantificacion de proteinas se hizo siempre en el
buffer de fosforilacion.

La cantidad de proteina utilizada en reaccion de fosforilacion fue de (100 + 12)

ng.
3.7.4. REACCION DE FOSFORILACION.
3.7.4.1. Reactivos.

-Buffer de reaccion:
-TnsCIH............... 50 mM.

[*P-y]ATP....0.1uM (10 pCi /pl).
3.7.4.2. Método

El pellet de las membranas se resuspende bien en el medio de reaccion,
se afiade el [*’P-y]JATPy se deja que tenga lugar la reaccion de fosforilacion durante
15 minutos a 37°C. Una vez realizada la fosforilacién de las proteinas de membrana
se afiade igual volumen de buffer de carga con el fin de desnaturalizar las proteinas y
se calienta a 95° durante 10 minutos.

3.7.5. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
3.7.5.1. Reactivos.

-Gel de poliacrilamida al 8% (30 ml).
-Acrilamida y N,N metilenbisacrilamida 40%
-SDS al 10%
-Tris.CIH1.5M
-Persulfato amoénico 10%
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-TEMED
-H,0 desionizada

-Buffer de electroforesis.

TS 25 mM
-Glicina ... 250 mM pH 8.3
SSDS..o 0.1%

-Buffer de carga
-TrisCIH...........cccovvene. 50 mM
“SDS. e 2 %.
-Azul de bromofenol............ 0.1%
-Glicerol..........cccoooevveinnnn, 10 %.
-Ditiotreitol......................... 100 mM

Se cargan 10 pl de muestra y la electroforesis se realiza a 180 voltios durante 4
horas. Pasado este tiempo se deseca el gel durante una hora a 80°C, y se revela por

autorradiografia con una placa de rayos X, que se deja en contacto con el gel durante
24 h a-80°C.
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Resultados

4.1.- ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE NEUTROFILOS.

Los neutréfilos son células con una vida media in vivo corta y por ello los
primeros experimentos tuvieron como objetivo estudiar el comportamiento de los
neutrofilos in vitro. Para ello, una vez aislados, se sometieron a diferentes tiempos de
incubacion en el buffer Hepes suplementado (buffer HS, véase Material y Método),
ya que era donde iban a desarrollarse la mayoria de los experimentos. Los estudios de
viabilidad se realizaron por el método de tincién de azul tripan, por tanto, lo que se
determiné fue la integridad de la membrana citoplasmatica.

Este estudio se realiz6 de la siguiente manera: tras obtener los neutréfilos de
sangre periférica, se resuspendieron en el buffer de incubacidn a una concentracion
de 1x10%ml, se tomaron alicuotas de 1 ml cada una en tubos Eppendorf y se
sometieron a un periodo de incubacion de 24 horas, con una temperatura de
incubacion de 37°C. Pasado este tiempo, se centrifugaron los tubos, se tir6 el
sobrenadante y se procedi6 a la tincién de las células con azul tripan.

La viabilidad de los neutréfilos no sometidos a ningin agente externo fue de
(97 * 2) %. Estos resultados se obtuvieron tras el estudio de viabilidad en al menos
10 preparaciones celulares diferentes.

La viabilidad de las células sometidas a los diferentes estimulos se realiz6 de la
misma manera, pero en estos casos, tras alicuotar las células se afiadio el estimulo que
se iba a estudiar: tapsigargina 0.5uM, PMA 50 nM, estaurosporina 0.1uM,
tapsigargina mas PMA y estaurosporina mas PMA. La viabilidad en estos casos
resulté ser la siguiente:

Células incubadas con tapsigargina (0.5 pM )..................... 97+£2)%
Células incubadas con PMA (50 nM )......ccoooevivicnnnnnnen. (90 £3)%
Células incubadas con estaurosporina (0.1 uM)................... 94+£4)%
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Células incubadas con tapsigargina mas PMA ................... (90£3)%
Células incubadas con estaurosporina mas PMA .................. (92£3) %

Otra medida que se realizd, para comprobar si habia alguna modificacion a lo
largo del tiempo en el medio de incubacion por la adicion de los estimulos, fue la
medida de pH del medio. Para ello una vez pasado el tiempo de incubacion se
centrifugaron las células durante cinco minutos a 3000 r.p.m. y se midi6 el pH en el
sobrenadante, no se observo ninguna diferencia con respecto al pH del medio en el
inicio del experimento que era de 7.4. Las mediciones se realizaron tras incubar las
células con los distintos estimulos durante 24 horas.

4.2.- ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE CALCIO LIBRE
IONICO EN EL CITOPLASMA DEL NEUTROFILO.

Con el fin de estudiar la posible intervencion del ion calcio en el
desencadenamiento de la apoptosis celular, se procedié a analizar las variaciones
intracelulares de calcio ([Ca®'];), tras la adicion de los diferentes estimulos que se
iban a estudiar.

Para ello se cargaron las células con Fluo-3/AM (ver Material y Método), y se
procedio al registro de las variaciones en las concentraciones intracelulares de calcio
provocadas por los diferentes estimulos. Los resultados que se obtuvieron fueron los
siguientes.

4.2.1.- REGISTRO CONTINUO

En un primer tipo de experimento se obtuvo a través del software del
fluorimetro el registro continuo de [Ca2+]i tanto en condiciones basales como cuando
se adicionaron los diferentes efectores. Durante el tiempo que durd cada registro, el
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resto de las células se continuaron incubando con Fluo-3/AM, de manera que en cada
caso el registro se obtuviera con las células perfectamente cargadas.

En cada caso tras preparar la alicuota en la que se va a realizar el estudio se
dejo estabilizar 1a medida en el fluorimetro durante 15-20 segundos. Pasado este
tiempo se afiadio6 el efector objeto de estudio. En todos los casos se partié de valores
basales similares, comprendidos entre 135-140 nM. Los resultados que se obtuvieron
(figura 1) fueron los siguientes:

-En células control se produjo un ligero incremento en la concentracion de
iones calcio en el transcurso del tiempo, que de manera progresiva llega hasta 180 nM
al cabo de 60 segundos (Figura 1, panel A)

-Cuando las células se estimularon con tapsigargina, se observo un incremento
en la [Ca®]; que se produjo de manera rapida y era permanente en el tiempo, pasando
de una concentracion basal de 140 nM a una concentraciéon de 290 nM en pocos
segundos, a partir de aqui la [Ca®"]; continué incrementandose hasta alcanzar al cabo
de 60 segundos concentraciones del orden de 400 nM. Se produce por tanto un
incremento en la [Ca®"]; de casi tres veces respecto a las condiciones basales (Figura
1, panel B).

-Cuando los neutréfilos se incubaron en presencia de PMA, se observé que los
niveles de calcio no se incrementaron. En este caso se observo incluso una ligera
disminucion del mismo a lo largo del tiempo. Tras los 60 segundos de duracion del
experimento, la [Ca®'}; disminuyé hasta 95-100 nM (Figura 1, panel C).

-En el caso en que se incubaron las células con PMA y tapsigargina afiadidos
de manera simultanea, el patron de respuesta fue diferente al de los casos anteriores,
encontrandose que en los primeros 8 segundos tras la inyeccion de PMA y
tapsigargina, aparecia un incremento significativo en la [Ca*'}; que alcanzaba valores
de 310-320 nM, pero que decaian progresivamente a valores de 255-260 nM en 60
segundos (Figura 1, panel D).
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Figura 1. Concentracion de calcio intracelular en neutrdfilos en respuesta a
tapsigargina, PMA y ambos aiiadidos conjuntamente. Los neutrofilos cargados con
Fluo3/AM se prepararon como se describe en Material y Método. La emision de
fluorescencia se registr6 a 526 nm y la [Ca®'}; se calcul6 en nmoles / 1. En el panel A
se observa el registro obtenido en los neutréfilos utilizados como control. En el panel
B cuando el efector fue la tapsigargina 0.5 uM. En el C cuando el efector fue el
PMA 50 nM. Y en el D cuando se afiadieron conjuntamente la tapsigargina y el PMA.
La inyeccién de los estimulos se realizé en los tiempos indicados por las flechas.
Experimento representativo de otros cuatro.
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4.2.2.- REGISTRO DISCONTINUO.

En un segundo tipo de experimento, y con el fin de controlar las posibles
diferencias debidas a un excesivo periodo de incubacion de las células previo a la
realizacion de las medidas, se realizaron unos registros discontinuos de [Ca®}; . Tras
cargar las células con el Fluo-3/AM, se tomaron 4 alicuotas a las que se afiadieron los
diferentes efectores, tapsigargina, PMA y ambos afiadidos conjuntamente. En todos
los casos y tras estabilizacion de las células se anotaron los valores iniciales de
fluoresecencia, como [Ca”'); basal. Durante el tiempo que duré el experimento las
células se mantuvieron a 37°C. Los estimulos se afiadieron con una diferencia de 1
minuto entre cada alicuota. La intensidad de fluorescencia se midi6 tras la
estabilizacion a los 0 segundos y a los 5 segundos, y se devolvio la preparacion
celular a su tubo. De la misma manera se procedio a realizar la medicion en los tubos
siguientes. Se hicieron mediciones posteriores a los 6,10 y 15 minutos (Tabla 1).

En todos los casos se parten de valores basales de [Ca®'] proximos a 120 nM.
Los resultados fueron los siguientes:

-En las células control se observé un incremento paulatino en las [Ca®]; que
lleg6 hasta valores de 380 nM pasados 15 minutos.

-La tapsigargina provocé en las células un incremento superior a un 100% en
las [Ca®'] al cabo de tan s6lo 5 segundos. La concentracion continué elevandose de
manera gradual hasta alcanzar, al cabo de los 15 minutos, valores de 570 nM, lo que
supuso un incremento de [Ca2+]i de 5 veces.

-En las células tratadas con PMA se observo que partiendo de valores basales
similares a los de los otros casos, se producia un descenso en la [Ca®']); de manera
progresiva. Pasados los 15 minutos de duracion del experimento se alcanzaron
concentraciones de 95 nM, lo que suponia un descenso de un 24% en la [Ca2+]i.

-Cuando se estimularon las células de manera simultanea con tapsigargina y
con PMA se encontré que en la medida a los 5 segundos se habia producido un
incremento en las concentracién de calcio, que pasaba de 125 nM a casi triplicar su
valor con unos valores de [Ca®"); de 325 nM. Al realizar la siguiente determinacion a
los 6 minutos se observo un descenso hasta valores de 140 nM, manteniéndose la
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tendencia a la disminucién en la [Ca®'};, que pasados los 15 minutos alcanzé valores
de 80 nM.

0 5 6 10 15
(segundos) (segundos) (minutos) (minutos) (minutos)
control 122 +7 128 + 10 213 £ 89 297+ 78 380 £ 92
tapsigargina 1175 298 + 63 544 £ 154 529t 14 570 £ 57
PMA 123 £ 25 105+ 16 102 £ 21 1015 94+6
tapsigargina+PMA | 12514 324+ 75 141 + 12 873 8217

Tabla 1. Medida discontinua de la [Ca’" ], en neutrdfilos control, estimulados con
tapsigargina, PMA y ambos inyectados conjuntamente. Los neutréfilos cargados con
Fluo3/AM, se prepararon como se describe en Material y Método. La emisiéon de
fluorescencia se registré a 526 nm en los tiempos indicados en la tabla, y la [Ca*'}; se
calculd en nmoles/l. La concentracion de los efectores fue la siguiente: tapsigargina
0.5uM, PMA 50 nM. Los resultados se expresan como la media + ESM de cuatro
experimentos.
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4.3.- ESTUDIO DE FRAGMENTACION DEL ADN.

El objetivo de estos experimentos era analizar si en los neutrdfilos, en las
condiciones estudiadas, se producia un patron de fragmentacion del ADN que fuera
compatible con una muerte por apoptosis. Esto suponia la existencia de una
endonucleasa cuya activacién tuviera como consecuencia la ruptura del ADN en
fragmentos de 180-200 pares de bases.

Los neutréfilos se aislaron de acuerdo con lo descrito en Material y Método,
una vez resuspendidos en el buffer de incubacion de manera que la concentracion
final fuera de 1x10% ml, se dividieron en alicuotas de 1 ml. Posteriormente se afiadi6
a cada tubo el estimulo que se iba a estudiar, dejando siempre un tubo al que no se
afiadi6 ningin efector y que servia como control. Tras la adicién del estimulo se
agitaron suavemente los tubos. La incubacién segin el protocolo de cada experimento
se realizo a diferentes tiempos siempre a 37°C. Pasado el periodo de incubacion con
el estimulo, los tubos se centrifugaron a 14000 r.p.m. con el fin de evitar la posible
pérdida de ADN por la posible ruptura de la membrana nuclear y citoplasmatica.
Posteriormente se extrajo el ADN del pellet tal y como se describe en Material y
Método y una vez solubilizado, se sometié a una electroforesis en gel de agarosa al
1.8%. Se tifi6 el gel con bromuro de etidio y se visualizé por transiluminacién con luz
ultravioleta o por autorradiografia en el caso en que el ADN se hubiera marcado
previamente con “PdCTP.

43.1.- ESTUDIO DE FRAGMENTACION DEL ADN EN CELULAS NO SOMETIDAS A
NINGUN ESTIMULO EXTERNO (APOPTOSIS ESPONTANEA).

El objetivo de este experimento era estudiar cuanto tiempo era necesario para
el desarrollo de la apoptosis espontanea en neutréfilos in vitro . Se estudio para ello el
patrén de fragmentacion del ADN celular. Los neutréfilos se separaron en alicuotas
de 1 ml con 1x10° células. A estas preparaciones no se afiadié ningin estimulo.
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La primera alicuota se tomo a tiempo cero, es decir, inmediatamente después
de extraer los neutréfilos, con el fin de que sirviera como control negativo del
experimento Transcurridos los tiempos establecidos se centrifugaron los tubos a
14000 r.p.m., y tras tirar el sobrenadante se procedié a congelar las células para
posteriormente hacer la extraccion del ADN de todos los tubos al mismo tiempo.

La segunda serie se dej6 un periodo de incubacion de 8 horas y la tercera serie
se dejo un periodo de incubacion de 18 horas. Pasados estos tiempos, se procedid
igual que en la primera serie.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

-En las células sin incubar no se observo ningin tipo de fragmentacion en el
ADN, tan so6lo aparecié una banda de alto peso molecular.

-En el caso de incubar durante 8 horas no se encontraron bandas de ADN
fragmentado, sino una sola banda de alto peso molecular, igual que en el caso
anterior.

-En las células incubadas durante 18 horas se aprecié una clara fragmentacion
del ADN, con fragmentos muiltiplos de 180-200 pares de bases.

El grado de fragmentacion se estimé que era de un 50% como maximo
(Fotografia 1).

4.3.2.- ESTUDIO DE FRAGMENTACION DEL ADN EN CELULAS SOMETIDAS A
DIFERENTES ESTIMULOS.

Una vez descubierto que los neutréfilos sufrian apoptosis espontanea y que
ésta era dependiente del tiempo, se estudié el efecto que ejercian los diferentes
estimulos sobre la fragmentacion del ADN. Para ello se hicieron varias alicuotas de 1
ml con 1x10° neutréfilos / ml. Se afiadieron los efectores, se incubaron las células
durante 24 horas a 37°C, y posteriormente se centrifugaron los tubos a 14000 r.p.m. y
tras tirar el sobrenadante se extrajo el ADN celular y se hizo la electroforesis en
agarosa al 1.8 %. Los resultados fueron los siguientes:
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- Efecto de la tapsigargina: en células control (no incubadas con ningun
estimulo), aparecia una fragmentacion del ADN que se correspondia con el patron
descrito para apoptosis. La tapsigargina aumento el grado de fragmentacién del ADN,
con una intensidad en las bandas mayor que en el caso anterior.

Con el fin de comprobar el efecto de la tapsigargina sobre estas células se
procedié a estudiar la fragmentacion del ADN haciendo una dependencia de tiempo.
Se observo que cuando las células son incubadas 8 horas con tapsigargina ya aparece
el patrén tipico de fragmentacion de la apoptosis, a diferencia de lo que ocurria en el
caso de las células no sometidas a ningin estimulo que hasta pasada las 18 horas de
incubacién no se fragmenta el ADN. En resumen, la tapsigargina acelera la
fragmentacion del ADN, que aparece antes, a unos tiempos en los que la apoptosis
espontanea aiun no ha tenido lugar (Fotografia 2).

- Efecto del PMA. Los resultados obtenidos con PMA (Fotografia 3) fueron
muy significativos:

-En células incubadas con PMA durante 24 horas no aparecieron bandas
de ADN que indicaran su fragmentacion, tan sélo aparecia una banda de ADN de
alto peso molecular.

-En células incubadas simultineamente con tapsigargina y PMA durante
24 horas no aparecié el ADN fragmentado, sino que igual que en el caso anterior tan
solo se observo ADN de alto peso molecular.

En resumen, el PMA bloqueaba tanto la ruptura espontanea de ADN como la
inducida por tapsigargina. |

-Estudios en macrofagos peritoneales de rata y células RINmSF.

Los estudios de fragmentacion del ADN se realizaron ademas de en
neutréfilos, en macréfagos peritoneales de raton, y en células de la linea pancreatica
RINmSF. Ambos tipos de células tuvieron un comportamiento similar frente a la
tapsigargina y al PMA, pero en ninguno de los dos casos se encontr un patrén de
fragmentacion en células control. Las concentraciones de células utilizadas fueron las
mismas que en el caso de los neutréfilos, es decir 1x10° células /ml. En ambos casos
el medio de incubacion fue RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal,
antibidticos y glutamina como se describe en Material y Método. Se hicieron
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alicuotas con las células y se afiadieron los efectores, PMA 50 nM, tapsigargina 0.5
UM, y ambos efectores conjuntamente, se realizé una incubacién durante 24 horas a
37°C, y pasado este tiempo se procedio a la extraccion del ADN de las células y a su
visualizacion por transiluminacién con luz ultravioleta, tras tincién con bromuro de
etidio o por autorradiografia. Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

-En células no sometidas a ningiin estimulo, se observé una unica banda de
ADN de alto peso molecular.

-En células incubadas con tapsigargina se observo un patron de fragmentacion
del ADN que se correspondia con el descrito para la apoptosis, con bandas de un peso
molecular multiplo de 180-200 pares de bases (Autorradiografia 1).

-En células tratadas con PMA, aparece igual que en el primer caso una tnica
banda de alto peso molecular.

-Cuando se tratan las células con ambos efectores se encontré una situacion
similar a la descrita para el PMA .

4.3.3.- EFECTO ACTIVADOR DE LA ESTAUROSPORINA EN LA FRAGMENTACION
DEL ADN.

Para comprobar que efectivamente el PMA ejercia su accion bloqueante de la
apoptosis a través de PKC, se incubaron las células con estaurosporina, un inhibidor
potente de PKC. Los neutréfilos se trataron como en los casos anteriores: una vez
extraidos se alicuotaron en tubos de manera que en cada uno hubiera 1 ml con 1x10°
neutrofilos / ml. A cada tubo se afiadieron uno de los estimulos a estudiar: a) PMA
50 nM, b) estaurosporina 0.1uM, c) ambos afiadidos simultineamente, y d) a uno de
los tubos no se afiadié ninglin efector para utilizarlo como control. Las células se
incubaron durante 24 horas a 37°C y pasado este tiempo se procedié a extraer el
ADN como en los casos anteriores. La visualizacion se realizé tras electroforesis en
agarosa al 1.8%, tincién con bromuro de etidio y transiluminaciéon con ultravioleta
(Fotografia 4).

79



Resultados

Fotografia 1. Estudio de la fragmentacion del ADN en neutrdfilos sometidos a 8 y 18
horas de incubacion. En el carril 1, ADN de neutréfilos recien obtenidos de sangre
periférica y resuspendidos en el buffer de incubacidn. En el carril 2 los neutréfilos se
incubaron durante 8 horas a 37°C. En el carril 3, los neutréfilos se incubaron 18 horas
a37°C.
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Fotografia 2. Estudio de la fragmentacion del ADN en neutrdfilos incubados con
tapsigargina durante diferentes tiempos. Carril 1, neutréfilos recién aislados a los
que se afiadi6 tapsigargina. En el carril 2, neutréfilos incubados con tapsigargina
durante 8 horas. En el carril 3, neutréfilos incubados con tapsigargina durante 18
horas. En el carril 4 maracador de peso molecular.

81



Resultados

Fotografia 3. Estudio de la fragmentacién del ADN en neutrdfilos incubados durante
24 horas a 37°C con tapsigargina, PMA, y ambos afiadidos conjuntamente. Pasado el
tiempo de incubacion se procedi6 a la extraccion del ADN. Posteriormente se realizd
una electroforesis y se tifio con bromuro de etidio. En el carril 1 neutréfilos control,
sin ninglin estimulo adicional. En el carril 2 neutréfilos incubados con tapsigargina
0.5 uM. En el carril 3 neutréfilos incubados con PMA 50 nM. En el carril 4,

neutrofilos incubados conjuntamente con tapsigargina 0.5 uM y PMA 50 nM.
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Autorradiografia 1. Estudio de la fragmentacion del ADN en macrdfagos de ratén y
células RINmSF incubadas con tapsigargina 0.5 pyM. En el carril 1 marcador de peso
molecular. En el carril 2 ADN de macréfagos incubados con tapsigargina durante 8
horas. En el carril 3 ADN de macréfagos incubados con tapsigargina durante 24
horas. En el 4, ADN de células RINm5F incubadas con tapsigargina durante 24 horas.
Todas las incubaciones se realizaron a 37°C.
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Fotografia 4. Estudio de la accion de la estaurosporina en la fragmentacion del
ADN. Los neutréfilos se incubaron durante 24 horas a 37°C, pasado este tiempo se
procedié a la extraccion del ADN. En el carril 1 neutréfilos incubados con PMA
50nM. En el carril 2, neutréfilos incubados con estaurosporina 0.1 pM. En el carril 3
neutroéfilos incubados conjuntamente con estaurosporina y PMA.
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4.3.4.- ESTUDIO DE LA APOPTOSIS POR MICROSCOPiA ELECTRONICA.

Con el fin de comprobar que efectivamente la muerte que tenia lugar en estas
células era por apoptosis, y dado que el estudio de la fragmentacion del ADN no es
suficiente para establecer dicha afirmacion, se procedié a la observacion de las
células en el microscopio electronico. De esta manera se pudo observar la
disminucion del volumen celular, condensacion de la cromatina y la aparicion de los
cuerpos apoptoticos.

A las 24 horas en la mayoria de los neutrdfilos se aprecia la retraccion del
nuicleo y la condensacion de la cromatina, en tanto que la formacion de los cuerpos
apoptoticos todavia no es los suficientemente importante y tan sélo se observa en
algin neutroéfilos aislado (fotografias 6, 7, 8 y 9).

Las células preparadas y tratadas de la misma manera que para el estudio de la
fragmentacion del ADN, se incubaron con los diferentes estimulos durante 24 horas.
Posteriormente se centrifugaron, y el pellet de célula se introdujo en una solucién con
glutaraldehido. La fijacion y preparacion de los cortes se realizdo como se describe en
Material y Método. La observacion se realizé en un microscopio Zeiss 900.
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Fotografia 6. FEstudio de la morfologia de los neutrdfilos tras 24 horas de

incubacion con tapsigargina 0.5 pM. En la imagen se observa la condensacion de la
cromatina en la periferia de la membrana nuclear y la ruptura del nicleo en varios
fragmentos.
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Fetografia 7. Estudio de la morfologia de los neutrdfilos incubados durante 24 horas
con tapsigargina 0.5 pM. En la imagen se observa la condensacion de la cromatina en
la membrana nuclear formando agregados densos.
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Fotografia 8. Estudio de la morfologia celular en neutrdfilos incubados durante 24

horas con tapsigargina 0.5uM. En la imagen se observa el inicio de la retraccién de
la cromatina hacia la membrana nuclear.
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Fotografia 9. Estudio de la morfologia de los neutrdfilos incubados durante 24 horas

con tapsigargina 0.5 pM. En la imagen se observa la condensacion de la cromatina,
que forma agregados densos, en la periferia de la membrana nuclear
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4.4.- ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LA PRODUCCION DE
METABOLITOS REACTIVOS DEL OXIiGENO Y LA APOPTOSIS EN
NEUTROFILOS.

Teniendo en cuenta por un lado los diferentes datos que apoyan que los
radicales libres estdn estrechamente vinculados con el desencadenamiento de la
muerte celular por apoptosis, y por otro que los neutrdfilos son células cuya principal
actividad es la de defender al organismo frente a agentes extrafios y que para ello
utilizan la produccion de radicales libres; se plante6 estudiar la posibilidad de que el
mecanismo de defensa de los neutrdfilos estuviera al mismo tiempo actuando como
controlador del tiempo de supervivencia de los mismos por induccion de la muerte
apoptotica.

4.4.1.- ACTIVACION DE LA NADPH OXIDASA.

Lo primero que se hizo fue estudiar el poder activador que poseian los
diferentes estimulos sobre la NADPH oxidasa, como enzima responsable de la
activacion del estallido respiratorio.

4.4.1.1.- Medida continua de quimioluminiscencia.

Se analizd la actividad de este enzima en un registro continuo durante 45
minutos. Para ello los neutréfilos obtenidos de sangre periférica y preparados como se
indica en Material y Método se incubaron durante dos minutos a 37°C, y
posteriormente se afiadid el efector objeto de estudio.(Figura 2 )

Cuando el estimulo afiadido fue el PMA 50 nM se observé una clara activacion
de 1a NADPH oxidasa con un tiempo de latencia corto, que alcanz6 un valor maximo
al cabo de 6 minutos. La actividad maxima se mantuvo durante unos minutos, y a
partir de aqui empez6 a disminuir paulatinamente, hasta alcanzar unos valores de la
mitad del maximo pasados 45 minutos desde la inyeccion del estimulo.
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En el caso en que el efector afiadido fue tapsigargina 0.5uM se observé una
activacion de la NADPH oxidasa de menor intensidad que en el caso anterior, que
alcanzé un valor maximo pasados 30 minutos. La respuesta se inicia muy lentamente,
el maximo grado de activacion se inicia a partir de los 9 minutos. Una vez alcanzado
el valor maximo de respuesta de quimioluminiscencia se aprecié una disminucién en
la misma mas lenta que en el caso anterior, manteniéndose a los 45 minutos valores
préoximos a los del PMA al mismo tiempo.

En las células control no se produce ningin efecto a lo largo del tiempo. La
NADPH oxidasa permanece en reposo. La velocidad permanece en estado basal de
50-60 c.p.2s.
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Figura 2. Registro grdfico de la respuesta de quimioluminiscencia inducida en
neutrdfilos a lo largo del tiempo por PMA o por tapsigargina. Los neutréfilos
obtenidos de sangre periférica se incubaron a 37°C en el luminémetro durante 2
minutos y se afiadieron: tapsigargina 0.5uM 6 PMA 50 nM. Una de las preparaciones
con neutréfilos se utiliz0 como control. En la grafica se representa a partir del
momento en que se inyectan los efectores.
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El mismo experimento se realiz6 de manera discontinua con el fin de estudiar
el tiempo de latencia en respuesta a la accion del efector durante los dos primeros
minutos.

Los neutréfilos se incubaron durante dos minutos a 37°C, y se realizd la
medida de la intensidad de quimioluminiscencia en un primer minuto. Posteriormente
se afiadi6 el estimulo y se registr6 la medida transcurridos dos minutos desde la
myeccion del mismo. Debido a la variabilidad existente en el grado de activacion de
los neutréfilos, los valores se estandarizaron frente a la quimioluminiscencia basal en
cada caso. Para ello se expresa la siguiente relacion: c.p.2s. a los dos minutos de la
myecciéon del estimulo entre las c.p.2s. tras el minuto de estabilizacion en el
luminémetro.

En el caso de los neutrofilos no sometidos a ningln estimulo se aprecié un
incremento en la respuesta de quimioluminiscencia de 5 veces el valor basal, mientras
que en el caso de la tapsigargina el incremento en la respuesta de
quimioluminiscencia fue de 17 veces. En el caso de las células tratadas con PMA el
incremento de la respuesta de quimioluminiscencia en los dos primeros minutos fue
de 247 veces (Tabla 2).
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CPS2MIN/

CPS BASALES
CONTROL 5+2

TAPSIGARGINA 177

PMA 247 + 138

Tabla 2.. Tiempo de latencia en la activacion de la NADPH oxidasa de los
neutrdfilos cuando se estimulan con tapsigargina y PMA. Los neutrdfilos, se
incubaron dos minutos a 37°C, posteriormente se afiadieron los estimulos;
tapsigargina 0.5 uM o PMA 50 nM. Los valores se refieren al cociente de la
velocidad de quimioluminiscencia basa y a los dos minutos de afiadir el estimulo. Los

resultados se expresan como la media + ESM de 10 experimentos diferentes.
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4.4.1.2.- Medida discontinua de la quimioluminiscencia.

Otro experimento realizado con el fin de evitar las diferencias en el grado de
activacion de los neutrdfilos que pueden aparecer tras periodos excesivos de
incubacién, fue la realizacion de medidas discontinuas en la respuesta de
quimioluminiscencia.

Los neutrdfilos se prepararon de acuerdo con lo descrito en Material y
Método, y se hicieron tres alicuotas que se mantuvieron durante el tiempo de
realizacion del experimento a 37°C. Tras el registro de la medida en condiciones
basales, se afiadieron los estimulos (PMA o tapsigargina) con un intervalo de 4
minutos entre cada adicion. En cada caso se registr6 la medida pasados los dos
primeros minutos. Posteriormente se llevaron los neutrofilos a 37°C y se procedio al
registro de la medida en los otros tubos. Transcurridos los 18 minutos de inyeccion
del estimulo a cada serie de neutrdfilos, se registrd la ultima medida (Tabla 3)
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BASAL 2 MINUTOS 18 MINUTOS

Control 1470 £52 7767 £ 2900 7600 + 2840
tapsigargina | 1554 £224 23400 + 2500 43200 £ 2300

PMA 1613 £ 132 370000 +£28000 29250 8100

Tabla 3. Efecto de la tapsigargina y PMA en la activacion de la NADPH oxidasa en
neutrdfilos. Los neutréfilos se incubaron durante dos minutos a 37°C y
posteriormente se afiadieron los distintos efectores: tapsigargina 0.5 pM o PMA 50
nM. Las medidas de quimioluminiscencia se realizan en los tiempos indicados en la
tabla. Se representan la media + ESM correspondiente a 6 experimentos diferentes.

Los valores son la integral de quimioluminiscencia en ¢.p.m.
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4.4.2.- ESTUDIO DE LA SIMILITUD DE EFECTO SOBRE LA NADPH OXIDASA ENTRE
LA TAPSIGARGINA Y EL IONOFORO DE CALCIO.

Debido al efecto que produce la tapsigargina, y para comprobar que esta
mediado por calcio, se realizo el mismo experimento pero utilizando como estimulo
un ionoforo de calcio. Los neutrofilos se incubaron durante dos minutos a 37°C,
posteriormente se afiadid, tapsigargina 0.5 uM ¢ el iondforo de calcio A23187 2 puM.
(Figura 3). En el caso de los neutréfilos tratados con tapsigargina se observd una
respuesta lenta, con un maximo del orden de 16000 c.p.2s., en un tiempo de 30
minutos. Para el iondéforo de calcio la respuesta que se obtuvo fue de mayor
intensidad que en el caso anterior, alcanzandose un valor maximo de 38000 c.p.2s.,
en un tiempo de 12 minutos y con un periodo de latencia de aproximadamente unos
seis minutos, a partir de este momento la respuesta fue mas rapida que en el caso de

la tapsigargina.
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Figura 3. Efecto del iondforo A23187 en la activacion de la NADPH oxidasa
comparado con la activacion que produce la tapsigargina. Los neutréfilos se
incubaron durante dos minutos a 37°C, seguidamente se aiiadieron los efectores,

tapsigargina 0.5 uM y A23187 2 uM. Experimento representativo de otros tres.
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4.4.3.- POTENCIACION DEL EFECTO DEL PMA CUANDO LAS CELULAS SE
PREINCUBAN CON TAPSIGARGINA.

Una vez conocido que tanto el PMA como la tapsigargina, activaban la
NADPH oxidasa, se tratd de estudiar la accion conjunta del PMA vy la tapsigargina en
la activacion de esta enzima. Los neutréfilos se incubaron durante dos minutos a 37°C
y transcurrido este tiempo se afiadieron conjuntamente los dos efectores. La adicién
de los dos factores al mismo tiempo no modificé el grado de activacion ejercido por
el PMA, sino que se encontré una disminucién en la respuesta frente a lo esperado.
Ahora bien, cuando se esper6 a que la tapsigargina alcanzara el maximo de su
activacion sobre la NADPH oxidasa y se afiadié el PMA, se observd un incremento
de un 33% en el grado de activacion de la NADPH oxidasa. La respuesta fue mas
rapida y alcanzd el maximo de activacion en el primer minuto posterior a la adicién
del PMA, a diferencia de lo que ocurrié cuando se adicion6 inicamente PMA, en que
el maximo de respuesta se observaba a los 6 minutos. (Figura 4)
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Figura 4. Efecto potenciador de la tapsigargina sobre la estimulacion de la NADPH
oxidasa por el PMA. Los neutrdfilos se incubaron durante 2 minutos a 37°C, y
seguidamente se afiadieron los estimulos. En el registro de la izquierda se representa
la respuesta cuando se afiadi6 PMA 50 nM, y en el registro de la derecha cuando se
afiadio PMA 50 nM previa incubacion de 30 minutos con tapsigargina 0.5 uM.
Experimento representativo de otros cuatro.
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4.4.4.- IMPLICACION DEL CALCIO EN LA ACTIVACION DE LA NADPH OXIDASA.

Dado que la tapsigargina incrementa los niveles de calcio, y dado que este
aumento puede estimular la NADPH oxidasa se tratd de estudiar si el calcio era
necesario y en que medida para la activacion de dicha enzima.

Para ello se realizaron varios ensayos variando la concentracion de calcio en el
medio de incubacidn.

Los experimentos se realizaron tanto cuando se sometieron las células a la
accion del PMA, como cuando se estimularon con tapsigargina (Figuras 5 y 6). Se
utilizaron dos medios de incubacion, para las células control el medio de incubacién
descrito en Material y Método, y para las células en las que se pretendia estudiar el
efecto del calcio un medio como el anterior pero carente de calcio. Los neutréfilos se
incubaron a 37°C en los distintos medios y pasados dos minutos se afiadio el efector y
se registro la activacion de la NADPH oxidasa.

En el caso en que el efector estudiado fue el PMA en un medio sin calcio, el
grado maximo de activacion de la NADPH oxidasa era menor que en el caso en que
habia calcio en el medio. La disminucion de la respuesta fue de un 27%.

Cuando el estimulo afiadido fue la tapsigargina, no se encontré practicamente
actividad NADPH oxidasa en el medio carente de calcio.
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Figura 5. Efecto del calcio en la activacion de la NADPH oxidasa por PMA. Los
neutréfilos se incubaron durante 2 minutos a 37°C, posteriormente se inyectdé PMA
(50 nM). En el registro de la izquierda se representa la medida de
quimioluminiscencia cuando el buffer utilizado fue PBS, con Hepes 20 mM, CaCl,
1.2 mM, MgCl, 1.2 mM y glucosa 10 mM. En la de la derecha se representa la
medida de la quimioluminiscencia obtenida cuando el buffer no contenia calcio (PBS,

con Hepes 20 mM, MgCl, 1.2 mM y glucosa 10 mM). Experimento representativo de
otros tres.

102



Resultados

> 20 S minutos
b3
7]
N
a
o
10 |
tapsigargina tapsigargina
1A

Figura 6. Efecto del calcio en la activacion de la NADPH oxidasa por tapsigargina.
Los neutréfilos se incubaron durante 2 minutos a 37°C, transcurrido este tiempo se
inyectd tapsigargina (0.5 uM), en el registro de la izquierda se representa la medida
de quimioluminiscencia obtenida cuando las células fueron incubadas en PBS, con
Hepes 20 mM, CaCl, 1.2 mM, MgCl, 1.2 mM y glucosa 10 mM , en la zona de la
derecha se representa la medida obtenida cuando el buffer carecia de calcio (PBS, con
Hepes 20 mM, MgCl, 1.2 mM y glucosa 10 mM).
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4.4.5.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA PKC EN LA ACTIVACION DE LA NADPH
OXIDASA.

Con el fin de averiguar hasta que punto la activacion de la NADPH oxidasa era
mediada por PKC, se realizaron una serie de experimentos con estaurosporina, un
inhibidor de esta enzima. Para ello los neutrdfilos se sometieron a dos tipos diferentes
de experimentos. ,

En una primera serie, se trataron las células previamente con la estaurosporina
y posteriormente se realizo la medida de quimioluminiscencia. Y en un segundo tipo
de experimento se afiadid la estaurosporina cuando las células ya habian sido
estimuladas con los distintos efectores.

Para la realizacion del primer tipo, los neutr6filos tras dos minutos de
incubacién con estaurosporina 0.1 uM a 37°C, se estimularon con PMA 50 nM. El
resultado fue una disminucién de un 94% en la actividad de la NADPH oxidasa.
Cuando se realizé este mismo experimento tratando las células con tapsigargina tras
la incubacién durante 2 minutos a 37°C con estaurosporina, se observd que se
producia una inhibicién practicamente total de la activacion de la NADPH oxidasa,
concretamente de un 99% (Figura 7). |

Este mismo tipo de experimento se efectud utilizando como efector el iondforo
de calcio A23187. Tras incubar los neutréfilos durante dos minutos a 37°C, se inyectd
el ionéforo (2 uM), y se obtuvo la respuesta anteriormente descrita. Cuando las
células se preicubaron durante dos minutos con estaurosporina se encontré una
disminucion practicamente total (de mas de un 99%) de la actividad de la NADPH
oxidasa (Figura 8)

Para la realizacion del segundo tipo de experimento se incubaron durante 2
minutos los neutréfilos a 37°C y posteriormente se afiadié el estimulo. La inyeccién
de estaurosporina en condiciones de maxima actividad de la NADPH oxidasa,
produjo una disminucién de un 73% en la actividad de la NADPH oxidasa de manera
rapida en un periodo de 2-3 minutos. En el caso de que el estimulo afiadido fue
tapsigargina, al inyectar la estaurosporina se produjo una disminucién de un 75% en
la medida de quimioluminiscencia (Figura 9).
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Figura 7. Lfecto de la estaurosporina en la estimulacion de la NADPH oxidasa por
el PMA y la tapsigargina. Los neutréfilos incubados durante dos minutos a 37°C, se
estimularon con PMA 50 nM, en el caso de los registros de la izquierda y con
tapsigargina 0.5 uM en los de la derecha. En ambos casos se representa la medida de
quimioluminiscencia obtenida cuando los neutréfilos se preincubaron sin y con

estaurosporina 0.1 uM durante dos minutos a 37°C (izquierda y derecha de cada caso
respectivamente).
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Figura 8. Efecto de la estaurosporina en la estimulacion de la NADPH oxidasa por
el iondforo A23187. Los neutrdéfilos incubados durante dos minutos a 37°C en

ausencia (a la izquierda) y presencia (a la derecha) de estaurosporina, se estimularon

con el ionéforo de calcio A23187 2uM. Experimento representativo de otros dos.
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Figura 9. Efecto de la estaurosporina sobre la estimulacion previamente ejercida
por el PMA y la tapsigargina sobre la NADPH oxidasa. Los neutréfilos incubados
durante dos minutos a 37°C se estimularon con PMA 50 nM (a la izquierda) y con
tapsigargina 0.5 pM (a la derecha). En cada caso en el momento de mayor activaciéon

se afiadi6 estaurosporina 0.1 uM. Experimento representativo de otros tres.
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4.5.- INTERVENCION DE LA PKC EN LA FOSFORILACION DE
PROTEINAS DE MEMBRANA.

Los ultimos experimentos planteados tuvieron como finalidad estudiar la
hipdtesis de que la accion de la PKC estuviera mediada por una proteina de
membrana susceptible de fosforilarse por la PKC.

La hipdétesis era que durante una reaccion de autofosforilacion, las proteinas
de membrana incorporarian o no, **P procedente de [y-32]-ATP, segin el estado de
fosforilacién de las mismas previamente incubadas con diferenes estimulos. Durante
el periodo de incubacién de las células con tapsigargina o PMA, se podria producir la
fosforilacion de proteinas de membrana con ATP enddégeno. Estas proteinas
fosforiladas no incorporarian **P cuando las membranas aisladas se sometieran a una
reaccion de autofoforilacion con [y-32]-ATP. Al hacer la electroforesis y revelar la
autorradiografia encontrariamos que en las células en que se hubiera producido
fosforilaciones por efecto de los estimulos iniciales no habria incoroporacién de *?P,
mientras que las proteinas no fosforiladas por los por efecto de los estimulos serian
suceptibles de fosforilarse durante la incubacién con [y-32]-ATP.

Los neutréfilos (1x10°/ml) se incubaron con tapsigargina 0.5 pM o con PMA
50 nM durante 15 minutos, posteriormente se procedid a la extraccion de la
membrana con inhibidores de fosfatasas y a la reaccion de autofosforilacién con el
[y-32]-ATP (vease Material y Método). La electroforesis se realizo en un gel de poli
acrilamida durante 3 horas a 180 V. (Autorradiografia 2)

Los resultados mostraron que en la membrana aislada de neutréfilos se
producen fenémenos de autofosforilacion con las siguientes caracteristicas:

-En la membrana de neutrdfilos control se observaron dos proteinas
fosforiladas de pesos moleculares de aproximadamente 50 y 65 kDa.

-En las células tratadas con tapsigargina no se modifico el patron de
autofosforilacion observado en la preparacion de membranas de células control,
aparecian fosforiladas dos proteinas de pesos moleculares de 50 y 65 kDa
aproximadamente.
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-En la membrana de neutréfilos incubados con PMA durante 15 minutos no se
encontrd la fosforilacion de estas proteinas, incluso cuando el medio de la
fosforilacion de la membrana se suplementd con el citosol de la célula.

-En el caso en que las células fueron tratadas con PMA conjuntamente con
tapsigargina se observé el mismo patrén de fosforilacion que cuando se incubaron

con PMA solamente, no se observo la autofosforilacion de proteinas con [y-32]-ATP.

Estos resultados hacen suponer que en los neutréfilos no sometidos a ningin
estimulo o incubados con tapsigargina hay unas proteinas de aproximadamente 50 y
65 kD que no son fosforiladas por fosforo procedente de ATP enddgeno, lo que
posibilita la incorporacién de *?P en el ensayo de autofosforilacion.

En las células tratadas con PMA se fosforilan unas proteinas de 50 y 65 kDa
aproximadamente, lo que imposiblita la incorporacién del *°P en la reaccién de
autofosforilacion.
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Autorradiografia 2. Estudio de la fosforilacion de proteinas de membrana en
neutrdfilos control y sometidos a tapsigargina, PMA y ambos inyectados
conjuntamente. Las células se incubaron durante 15 minutos con PMA 50 nM (carril
1), con tapsigargina y PMA (carril 2), con tapsigagina 0.5 pM (carril 3), y sin ninglin
estimulos (carril 4). Inmediatamente se aislaron las membranas y se procedié a la
reaccion de fosforilacion con [y-32]-ATP durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente
se desnaturalizaron las proteinas a 95°C durante 10 minutos y se realizd la
electroforesis a 180 V durante 3 horas.

110



5.- DISCUSION.



Discusién

5.1. EL METODO.

5.1.1. MEDIDA DE QUIMIOLUMINISCENCIA.

Existen diferentes maneras de determinar la actividad de 1a NADPH oxidasa.
Una de las mas complejas conlleva la medida simultanea de superdxido y perdxido de
hidrégeno por espectofotometria de absorcién. Sin embargo, este método es
insensible y estd sujeto a artefactos potenciales, que producen pequeiios cambios en
la transmisidn de la luz.

Una mejora de la sensibilidad de la técnica, puede obtenerse con el uso de
métodos fluorescentes o quimioluminiscentes de medida de perdéxido de hidrogeno.
Este tiene capacidad para oxidar el p-hidroxifenilacetato, dando lugar a un compuesto
fluorescente, o bien, puede oxidar el luminol formando un producto quimicamente
excitado, el 3 aminoftalato. En esta reaccion se emite luz en proporcion directa a la
cantidad de H,0,. En estos casos es necesario minimizar las reacciones que
convierten al anion O, en otras especies diferentes de H,O, o0 especies no detectables
por el método analitico (Wymann et al. 1987). Esto se consigue con la adicion de la
azida sodica, que inhibe la accién de enzimas celulares (mieloperoxidasas) que
descomponen el H,O,.

Las principales ventajas que presenta la quimioluminiscencia son:

-la sensibilidad, ya que detecta produccion de radicales libres en concentracién
mucho menores que con otros métodos, el niumero de células necesarios es por tanto
considerablemente menor.

- la deteccion continua de los radicales que se van formando, y permite el
estudio de la produccion de radicales en células intactas.

- se puede acoplar un registrador, con lo que permite obtener una medida
continua del grado de actividad de 1a NADPH oxidasa.

A pesar de las ventajas anteriormente citadas, que hacen de la
quimioluminiscencia el método de eleccion para medir actividad de NADPH oxidasa,
esta técnica puede presentar varios problemas. El luminol reacciona tanto con Oy
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como con H,O, , OH vy 10, por tanto no se puede saber cual estd siendo el
metabolito principal, aunque se aumenta la sensibilidad del método. El luminol actia
como un indicador de la produccion de radicales, pero resulta muy dificil la medicion
de la cantidad absoluta producida. Aunque el luminol aumenta la sensibilidad del
método para la deteccion de radicales de oxigeno, es cierto que introduce variables
adicionales como son las posibles interferencias con la reaccién de oxidacién del
luminol, o bien que el estado de las células altere la emision de luz observada en
ausencia de efectos directos de los estimulos sobre la produccion de radicales. Es por
tanto necesario un especial cuidado en la comprobacion del efecto de cada uno de los
solventes y reactivos utilizados, descartando aquellos que produzcan algan tipo de
interferencia.

5.1.2. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS CELULAR.

El analisis del estado del DNA se ha considerado durante cierto tiempo
suficientemente indicativo para diferenciar la muerte de una célula como apoptosis o
necrosis. La apariciéon de bandas de DNA de peso molecular multiplo de 180-200
pares de bases fue una de las primeras caracteristicas de la muerte celular programada
(Wyllie, 1980). No obstante, algunos autores encontraron que células que sufrian
claramente un proceso de apoptosis, no presentaban el patrén caracteristico de
fragmentacion del DNA anteriormente citado. Se sigue hoy especulando si los
fragmentos de mayor tamafio que se observaban en estos casos, eran los precursores
de los de menor tamafio, o si se corresponden con otro tipo de patron de
fragmentacion llevado a cabo por las endonucleasa (Walker et al. 1991; Bortner et al.
1995). En este trabajo se han considerado ademas de los datos de fragmentacion del
DNA estudiados por electroforesis en agarosa, las caracteristicas morfoldgicas que se
derivan del estudio de las preparaciones celulares por microscopia Optica y
electrénica: condensacion de cromatina, formacion de cuerpos apoptoticos, retraccion
del citosol. Son datos que confirman la muerte celular por apoptosis en cualquier tipo
de c€lula independientemente del patrén de fragmentacion del DNA.
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3.2. LOS RESULTADOS.

Los neutréfilos son unas células con una vida media corta y es conocido que in
vivo sufren una apoptosis espontinea en varias horas (Haslett, 1992). Una de sus
principales funciones es la de defensa frente a agentes externos y para ello cuentan
con un sistema de produccion de radicales libres por la NADPH oxidasa (Babior et
al., 1973). La activacion de esta enzima se puede conseguir directamente a través de
PKC (Christiansen, 1988). La gran produccion de metabolitos reactivos del oxigeno
por los neutrofilos, debido a su propia funcién de defensa, podria causar lesiones a
nivel molecular y celular en los mismos neutréfilos que fueran las desencadenantes
de la muerte rapida de estas células. En este trabajo se han tratado de relacionar las
posibles implicaciones del Ca®’, de la PKC y de los metabolitos reactivos del
oxigeno en el desencadenamiento de la muerte programada en el neutréfilo, asi como
los diferentes mecanismos de accién de cada uno de los efectores citados.

5.2.1.- ACCION DEL Ca** COMO MEDIADOR DE LA APOPTOSIS EN EL NEUTROFILO.

Desde hace algun tiempo se vienen realizando estudios con el fin de aclarar la
posible intervencion del ion calcio en el desencadenamiento y desarrollo de 1a muerte
celular por apoptosis. Los resultados que se han obtenido son diferentes y
contradictorios segun el tipo celular estudiado y la metodologia utilizada para este fin.
La mayoria de autores coincide en que un incremento en [Ca®'}; en una célula acelera
o nduce la apoptosis en la misma (McConkey et al. 1989b; McConkey et al. 1991;
Caron-Leslie and Cidlowski, 1991; Jiang et al. 1994; Lam et al. 1994). No obstante,
otros autores encuentran una inhibicion del proceso de apoptosis al incrementarse el
valor de [Ca®"];. (Rodriguez- Tarduchy et al. 1990, Baffy et al. 1993).

En neutréfilos, los pocos experimentos realizados con el fin de estudiar la
intervencion del calcio en la apoptosis apoyan la teoria de que un incremento en las -
concentraciones intracelulares de calcio ejerce una accion bloqueante de la apoptosis
en estas células (Whyte et al. 1993). Los autores que encuentran que la apoptosis va
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acompaiiada de incremento de [Ca®"];, consideran que este hecho es secundario a la
activacion de las endonucleasas e induccién de la apoptosis (Lennon et al. 1992).

Sin embargo, en el presente trabajo los resultados obtenidos evidencian una
relacion directa entre el incremento en [Ca®'] y el desencadenamiento de la
apoptosis. Asi se pone de manifiesto en los experimentos en que se tratan las células
con tapsigargina. En este caso se observa una clara aceleracion del proceso de
apoptosis, acompafiada de un incremento significativo, rapido y mantenido de los
niveles de calcio intracelular. Estos resultados se avalan tanto por el estudio de los
fragmentos del DNA en miltiplos de 180-200 pares de bases, como por el analisis de
las caracteristicas morfologicas que se observan en las fotografias realizadas en el
microscopio electrénico, donde se evidencia la condensacion de la cromatina y la
aparicion de los cuerpos apoptoticos.

De los resultados que se obtienen al estimular las células con tapsigargina y
con PMA simultaneamente, se puede deducir que un incremento inicial en las [Ca®"];
no es suficiente para desencadenar la apoptosis en los neutréfilos, porque aunque en
un primer momento se alcanzan valores similares de [Ca®']; a los obtenidos por la
accion exclusiva de la tapsigargina, en estas células incubadas con tapsigargina y
PMA la apoptosis no tiene lugar y esto se acompafia de una estabilizacion del calcio
en valores basales (ver Resultados, fotografia 3 y figura 1, panel D)

En células incubadas con PMA se observa una inhibicién del proceso de
apoptosis, ya que se bloquea incluso la apoptosis espontanea. Al mismo tiempo, se
observa que en estas células tratadas con PMA, no s6lo no se produce un incremento
en [Ca®'];, sino que se evita el incremento que tiene lugar de manera espontinea y que
se pone de manifiesto en los experimentos realizados con neutréfilos incubados sin
ningun estimulo (ver figura 1, panel C) Este incremento paulatino en las
concentraciones de calcio en las células control, se puede deber a una difusién del
calcio a través de la membrana plasmatica.

El hecho de que el incremento de calcio intracelular en neutrofilos conduzca a
una activacion de la apoptosis, apoyaria en cierta medida la participacién de una
endonucleasa dependiente de calcio responsable de la degradacién del DNA (Anzai
et al., 1995). Aunque esto iria en contraposiciéon con lo encontrado por algunos
autores que rechazan la posible participacion de una endonucleasa dependiente de
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calcio y que mantienen la existencia de una nica endonucleasa que actia cuando el
pH de interior celular disminuye lo suficiente para su activacion (Gottlieb et al.,
1995).

5.2.2.- PARTICIPACION DE LA PKC EN LA APOPTOSIS DEL NEUTROFILO.

A pesar de los datos contradictorios que existen respecto a la participacién de
la PKC en la activacion o inhibicion de la apoptosis en diferentes células, (Lucas and
Sanchez-Margalet, 1995), los resultados obtenidos en este trabajo ponen de
manifiesto que, en el neutrdéfilo y en las condiciones de experimentacion descritas, la
activacién por PMA conduce a una inhibicion de la apoptosis, tanto de la espontinea
como la inducida por efectores que incrementan la concentracion intracelular de
calcio (ver fotografia 3).

A la vista de la relacion existente por un lado entre [Ca®’; y el
desencadenamiento de la apoptosis, y por otro al hecho de que el PMA consigue
bloquear la entrada de caicio en la células, cabe plantearse un posible mecanismo de
actuacion del PMA bloqueando la apoptosis a través de un control del calcio idnico
intracelular.

El efecto del PMA de bloquear el incremento en la concentracion de calcio ha
sido descrito en diferentes tipos de células, (Sarkadi et al 1991; Bellomo et al. 1992;
Shivnan et Alexander, 1995; Murphy et al., 1996), pero el mecanismo por el cual
realiza esta accion no ha sido descifrado todavia.

El PMA es un activador bien conocido de la PKC. Cabe pensar que su
mecanismo de accién esté mediado por la fosforilacion de alguna proteina de
membrana plasmatica, diana de la PKC y que sea ésta la que de manera directa o
indirecta bloquee la entrada de calcio en la célula. En los experimentos en que se
trataron las células con tapsigargina y con PMA se encontrd un incremento inicial de
los niveles de calcio (ver figura 1, panel D), de donde se deduce que el PMA debe
ejercer su accion a nivel del calcio que entra desde el exterior (la asi denominada
entrada capacitativa) y no sobre los depositos intracelulares de calcio, donde ejerce su
accion la tapsigargina. El vaciamiento de los depésitos intracelulares de calcio por

accion de la tapsigargina seria el responsable del incremento inicial en [Ca®];. Por
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este motivo cabe suponer que la proteina diana de la PKC sea una proteina de
membrana plasmatica implicada de alguna manera en la regulacion de los niveles
intracelulares de calcio.

En los experimentos disefiados para detectar la posible participacién de esta
proteina de membrana plasmatica en este proceso, se encontré que, cuando se trataron
las células con PMA, se producia la fosforilacion de una proteina de membrana, que
no tenia lugar cuando las células se incubaban con tapsigargina o en las células
control. La fosforilacién inducida por el PMA tiene lugar incluso en presencia de
tapsigargina (ver Resultados, autorradiografia 2)

El bloqueo en la entrada de calcio por parte del PMA, puede considerarse
incluso como un mecanismo de retroalimentacion negativo que evite la activacion
permanente de la PKC, ya que la mayoria de las isoenzimas de PKC dependen para
su actuacion del calcio. Si se inhibe la entrada de calcio en la célula en cierta forma
se explicara el mecanismo de accion del PMA inhibiendo la accién de la PKC.

En esta teoria sobre un posible mecanismo de accion de la PKC en la
apoptosis, se podria encontrar una contradiccion aparente, debido a que el calcio se
comporta igualmente como activador de la PKC, como se demuestra en las células
tratadas con iondforo de calcio, A23187 o tapsigargina. En estas células se produce
una activacion de la NADPH oxidasa mediada por PKC, ya que el efecto estimulador
sobre esta enzima se inhibe en presencia de estaurosporina. Se podria por tanto pensar
que si en estas células se produce una activacion de PKC, se produciria igualmente la
fosforilacion de proteinas de membrana, con el consiguiente bloqueo de los flujos de
calcio, sin embargo esto no es asi. En las células incubadas con tapsigargina no se
encuentra la fosforilacién de estas proteinas de membrana, ni el bloqueo de los flujos
de calcio.

Pueden existir varias explicaciones para justificar esta situacion:
-En los neutréfilos se han descrito diferentes isoenzimas de la PKC, entre ellas
las mas abundantes pertenecen al grupo de isoenzimas convencionales (a, BI, BIL).

Estas se caracterizan porque requieren para su actuacion tanto DAG o PMA, como
calcio, (Dang et al., 1994) y posiblemente sean estas isoenzimas las responsables de
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la activacion de la NADPH oxidasa, cuando las células se incuban con tapsigargina.
En este caso el calcio seria el responsable de la activacion de la PKC. Pero en el
neutréfilo existe ademas otra forma descrita de PKC, que es la isoforma ¢, incluida
dentro del grupo de isoenzimas atipicas, la cual en principio no necesita ni de PMA ni
de calcio para su activacion. No obstante se ha descrito que la incubacion de los
neutréofilos con PMA provoca una translocacion de esta isoenzima a la membrana, y
su consiguiente activacion (Dang et al., 1995). La isoenzima  podria por tanto ser la
responsable de la fosforilacion de la proteina de membrana que se observa cuando los
neutrofilos se incuban con PMA, ya que no se necesita calcio para su activacion. Esta
isoenzima ejerceria su accion sobre un sustrato diferente al de las isoenzimas (o, BI o
BII), de esta manera quedaria justificado que s6lo por accion de esta enzima se
fosforilen las proteinas implicadas en el control de los niveles intracelulares de calcio.

-Por otro lado y aunque este trabajo esté centrado en la actuacion de la
tapsigargina y el PMA en los flujos de calcio y la activacion de la PKC, no se puede
ignorar el conjunto de reacciones paralelas que se pueden desencadenar con los dos
agentes y que pueden ser las responsables indirectas de los efectos observados. Asi
por ejemplo, como resultado del tratamiento de las células con PMA se provoca un
incremento en la actividad de la fosfolipasa D, con el consiguiente incremento de la
produccion de DAG y la variacion en la composicion lipidica de la membrana celular
(Lopez et al., 1995). Hay autores que han observado una variacion tanto en el grado
de activacion como en el efecto final, segin la activacion de la PKC sea debida a la
accion del PMA o del DAG (Slater et al., 1994; Asaoka et al., 1992). Igualmente se
ha descrito que las acciones ejercidas por PKC difieren en funcién del grado y tiempo
de activacion. De hecho, el mantenimiento sostenido de la actividad de la PKC es el
que se encuentra relacionado con procesos de diferenciacion y proliferacion celular,

sin que se atribuyan estos efectos a un incremento momentaneo de la actividad de la
PKC (Asaoka et al., 1992).
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5.2.3. INTERVENCION DE LOS METABOLITOS REACTIVOS DEL OXiGENO (MRO)
EN LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA DEL NEUTROFILO.

Los se consideran elementos desencadenantes de muerte por apoptosis en
diferentes tipos celulares (Wolfe et al. 1994; Schieven et al. 1993; Mc Conkey and
Orrenius, 1994). Concretamente en neutréfilos, se ha observado una relacion entre la
produccion de radicales libres durante el proceso de infeccion por E. coli y el
desencadenamiento de la apoptosis (Watson et al., 1996a).

Los neutréfilos son las principales células del organismo responsables del
desencadenamiento de llamado estallido respiratorio, con la consiguiente aparicion de
los radicales libres que de éste se derivan, O,, H,O,, OH. Dado que estas células
tienen una vida media corta y sufren apoptosis espontanea (Haslett, 1992), se podria
esperar que hubiera una relacion directa entre la produccion de MRO en los
neutrdfilos y el desencadenamiento de la apoptosis.

Sin embargo, a partir de los resultados que se derivan de la realizacion de este
trabajo, no se encuentra una relacion directa entre la mayor activacion de la NADPH
oxidasa y la aparicion de la muerte celular en los neutréfilos. Cuando los neutréfilos
se incuban en presencia de PMA, se consiguen los mayores niveles de activacion de
la NADPH oxidasa, que sdlo se superan en los casos en que se estimulan las células
conjuntamente con PMA y tapsigargina. Si se incuban las células en presencia de
PMA, o de ambos efectores, durante 24 horas se podria esperar que los radicales
libres formados por la activaciéon de la NADPH oxidasa, actuaran como elementos
desencadenantes de la apoptosis celular. Sin embargo en ninguno de los dos casos
esto tiene lugar, ya que no se produce la fragmentacion del ADN ni se aprecian
variaciones significativas en la morfologia celular estudiada al microscopio
electrénico. De hecho el PMA inhibe la apoptosis espontanea y la dependiente de
tapsigargina.

Cuando se incubaron las células en presencia de tapsigargina, se observé una
activacion en la NADPH oxidasa, y en estas células si se producia la apoptosis. Ahora
bien no se puede atribuir a la activacién de la NADPH oxidasa el desencadenamiento
de la apoptosis ya que de ser asi, la apoptosis deberia aparecer con mucha mayor
intensidad en los neutréfilos incubados con PMA o con PMA y tapsigargina.
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Por otro lado, y de acuerdo con los datos anteriores al tratar las células con
estaurosporina se encuentra una aceleracion de la apoptosis, mientras que se
encuentra una inhibicion practicamente total de la actividad de la NADPH oxidasa

La activacion de la NADPH oxidasa tanto por PMA como por tapsigargina esta
mediada por PKC. El calcio y los ésteres de forbol son conocidos activadores de las
isoformas convencionales de PKC que son las que se encuentran mayoritariamente en
neutrofilos (Morel et al., 1991; Spiegel et al., 1996). El efecto de la tapsigargina
sobre 1la PKC puede estar mediado por calcio ya que el efecto es similar al provocado
por el ionéforo de calcio, e igual que sucede con éste, si del medio de reaccion se
retira el calcio, la tapsigargina no produce la activacion de la NADPH oxidasa.

De todos estos datos se deduce que tanto el PMA como la tapsigargina activan
la PKC. Sin embargo tan solo en las células incubadas con tapsigargina se
desencadena el proceso de la apoptosis .Por tanto no existe una relacion directa entre
ambos sucesos ya que el PMA es un potente activador de la PKC, asi como un
bloqueante de la apoptosis.

En un estudio reciente se ha encontrado una relacion entre la presencia de
radicales libres y una disminucién a la sensibilidad a la apoptosis mediada por Fas
(Clément and Stamenkovic, 1996). En presencia de estos agentes oxidantes se
encuentra una disminucioén de la apoptosis inducida por la interacciéon de Fas a su
ligando. Por otro lado en los neutréfilos existe una expresion mantenida de esta
proteina. (Matsumoto et al., 1995). Estos datos concordarian con el hecho de que se
encuentre una inhibicion de la apoptosis en células tratadas con PMA pero no
justificarian la apoptosis inducida por tapsigargina donde se encuentra también una
elevacion de la actividad de 1a NADPH oxidasa, ni el hecho de que en células tratadas
con estaurosporina donde se encuentra una inhibicion de la NADPH oxidasa se

encuentre una activacion del proceso de apoptosis
El hecho de que los MRO producidos no provoquen la activacion de la

apoptosis puede considerarse como un sistema de defensa de estas células frente a sus
propios productos. La funcion de defensa del neutrofilo se podria afectar
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negativamente en caso de una infeccion prolongada, o masiva si el exceso de MRO
provocara la disminucién del namero de neutréfilos en las zonas afectadas.
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Esquema representativo del posible mecanismo de accién del PMA y de la
lapsigargina a partir de los resultados obtenidos. Las flechas con linea continua
marcan los efectos atribuidos al PMA, las flechas con linea discontinua los atribuidos
a la tapsigargina. La tapsigargina inhibe la bomba de calcio del réticulo
endoplasmico, y da lugar a la entrada de calcio desde el exterior celular. El calcio
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activa las isoformas convencionales de PKC y consecuentemente se produce la
activacion de la NADPH oxidasa y el incremento en la produccion de radicales libres.
El incremento en la Ca?" actuaria a nivel nuclear activando endonucleasas, factores de
transcripcion y enzimas que intervendrian en el desencadenamiento de la muerte
celular. E1 PMA actuaria a través de las isoformas de PKC que no requieren calcio
para su activacion, en el neutréfilo la mas abundante es la isoforma . Esta enzima
tendria como substrato proteinas de membrana que en funcién de su estado de
fosforilacion/defosforilacion inhibiria/permitiria respectivamente la entrada de
calcio. Por otro lado el PMA activaria directamente a la fosfolipasa D, se produciria
un incremento en la concentracion de DAG y la activacion de las isoformas
convencionales de PKC, responsables de la activacion de la NADPH oxidasa.
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Conclusiones

1.- El neutréfilo control, sin tratar, sufre un incremento paulatino en la

concentracion de calcio libre en el citoplasma, [Ca2+],-.

2.- En los neutréfilos existe una relacion directa entre el incremento de [Ca®'];
y el desencadenamiento de la apoptosis. El tratamiento de los neutréfilos con
tapsigargina induce la entrada de calcio desde el espacio extracelular,
simultaneamente se observa una aceleracion de la muerte celular programada.

3.- El incremento en la concentracion de calcio relacionado con la apoptosis
debe ser sostenido, ya que incrementos transitorios en la concentraciéon de calcio no
supone una activacion de la apoptosis.

4.- El éster de forbol PMA (forbol miristato acetato, agente promotor de
tumores), tiene un efecto bloqueante de 1a entrada de calcio en neutrofilos. Bloquea
tanto la entrada de calcio espontanea que ocurre en el neutréfilo, como la inducida
por la tapsigargina. La incubacion de las neutréfilos con tapsigargina y PMA da lugar
a un incremento inicial de las concentraciones de calcio, que vuelve a sus valores
basales a los pocos minutos. Esto pone de manifiesto que el PMA ejerce su accién
sobre la entrada de calcio extracelular y no sobre la primera fase de depleccion de los
depdsitos intracelulares.

5.- E1 PMA ejerce una accion bloqueante de la apoptosis en neutréfilos,
evitando tanto la apoptosis espontinea como la que se induce con agentes que
incrementan la concentracion de calcio. El tratamiento con inhibidores de PKC
conduce a una activacion de la apoptosis en los neutrofilos. Por tanto se puede
afirmar que la activacién de PKC conduce a una inhibicion de la apoptosis en los
neutrdfilos.
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6.- En las células tratadas con PMA (tanto solo como con tapsigargina), se
observa la fosforilacion de unas proteinas de membranas de 50 y 65 kDa
aproximadamente, que no se observan en las células tratadas con tapsigargina o en las
células utilizadas como control..

7.- La produccién de metabolitos reactivos del 6xigeno (MRO), no supone la
activacion de la muerte por apoptosis, ya que al estimular la NADPHoxidasa por
PMA se incrementa notablemente la produccion de estos metabolitos sin encontrar
en ningin caso una activaciéon de la muerte celular programada. Es mas, el PMA
bloquea la apoptosis aun siendo un potente activador de la NADPH oxidasa, lo que
evidencia que no existe una relacion entre los metabolitos reactivos del oxigeno y la
apoptosis en el neutréfilo.

8.- El tratamiento de las células con estaurosporina conduce a una disminucién
de la actividad de la NADPHoxidasa y sin embargo se observa una activacion de la
apoptosis. Esto confirma que no hay una participacion de los metabolitos reactivos
del oxigeno en el desencadenamiento de la apoptosis.
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