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INTRODUCCION

1. LA GLANDULA MAMARIA DE RATA LACTANTE COMO
MODELO EXPERIMENTAL EN BIOQUIMICA.

1.1. Introduccion.

La lactancia es el ultimo eslabon en el ciclo reproductor y una de las funciones
fisiologicas mas antiguas de los mamiferos. La antigiiedad de este proceso se estima en
varios centenares de millones de afios y su aparicion es previa a la gestacion placentaria.
Es dificil determinar la importancia a nivel evolutivo y funcional del tejido mamario en
biologia. La glandula mamaria es un tejido diferenciado en el que se expresan unos
genes determinados en respuesta a una variedad de sefiales ya sean hormonales,
celulares o de la matriz extracelular (Wiseman y Werb, 2002). Ademas, es el tnico
organo en el que la mayor parte del desarrollo ocurre en la edad adulta y que puede
suftir sucesivos ciclos de desarrollo y regresion. En los ultimos 15 afos, investigadores
de diversas disciplinas han comprobado el gran potencial de este tejido al proporcionar
modelos experimentales para el estudio de la morfogénesis y desarrollo tisular; de la
diferenciacion celular; de la biosintesis y secrecion de proteinas, lipidos, pequenas
moléculas y sales inorganicas y para la coordinacidon y regulacion de estos procesos
(Bell, 1995). Asi mismo, se ha demostrado que es un modelo de gran utilidad para
estudiar la apoptosis (Li y cols., 1997a; Kumar y cols., 2000). Recientemente, la
posibilidad de emplear las células epiteliales secretoras del tejido mamario para la
produccion de proteinas recombinantes en animales lactantes ha centrado la atencion de
la industria farmacéutica en este campo concreto (Clark, 1998; Houdebine y cols., 2002;
Lui y cols., 2003). Ademas de esta aplicacion biotecnoldgica, el papel tradicional de los
animales lactantes persiste, como una fuente muy importante de alimentos para el
consumo humano. En este ambito de produccion agricola las tecnologias genéticas y
nutricionales se encuentran en continua investigaciéon y explotacion para optimizar la
composicion de la leche para distintas finalidades, por ejemplo en el procesado de

alimentos.

La leche materna, ademés de proveer de macronutrientes y micronutrientes al
recién nacido, le suministra inhibidores de la adherencia bacteriana, confiriéndole

inmunidad pasiva hasta que su propio sistema inmune haya madurado. Estos
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anticuerpos son transportados de forma selectiva del suero a la glandula mamaria de
modo que encontramos una elevada concentracion de ellos en el primer calostro (40-200
mg/mL) para posteriormente disminuir durante el periodo de lactancia a una
concentracion de 0.7-1.0 mg/mL (Korhonen y cols., 2000). La mayoria de estas
inmunoglobulinas son IgA y juegan un papel primordial en la prevencion de infecciones
gastrointestinales (Van de Perre, 2003), que son la principal causa de mortalidad infantil
a nivel mundial. Es importante indicar que no existe féormula adaptada que ofrezca tal
proteccion inmunologica (Newman, 1996; Hanson y cols., 2003). Estos factores
secretados en la leche, no s6lo proporcionan proteccion al lactante sino que favorecen el
desarrollo de su propio sistema inmunitario. Ademas, son esenciales para la proteccion
de la glandula mamaria frente a la colonizacidon por patdégenos, que afectaria al proceso

de la lactancia (Kelleher y Lonnerdal, 2001).

1.2. Estudio de la captacion de nutrientes.

El control bioquimico del metabolismo durante cualquier proceso fisioldgico
implica dos tipos de regulacion: homeostasis y homeorresis. El ejemplo més claro de
homeorresis es la lactancia, ya que se producen importantes alteraciones en el
metabolismo de los diferentes tejidos con el fin de que la glandula mamaria reciba los
metabolitos necesarios para la sintesis de la leche necesaria para el correcto crecimiento
del neonato (Bauman y Currie, 1980; Williamson, 1980; Williamson y cols. 1995). La
rata durante la lactancia sufre una serie de cambios fisiologicos como son: hipertrofia de
la glandula mamaria, higado, rifidon, tracto alimentario (Fell y cols., 1963; Cripps y
Williams, 1975) y corazén, junto con un aumento del trabajo cardiaco (Chatwin y cols.,
1969). En el pico de la lactancia, la glandula recibe el 10% del gasto cardiaco
comparado con el 0.5% en las ratas no lactantes. Esto supone que el flujo sanguineo a la
glandula durante la lactancia es de 0.5 mL/min por gramo de tejido, lo que incrementa
la disponibilidad de substratos y hormonas en este tejido durante este tltimo eslabon del

ciclo reproductor.

Teniendo en cuenta la gran variedad de especies de mamiferos, es de esperar que
haya diferentes modos de distribuir la energia que se necesita durante la lactancia. A

pesar de la variedad de estrategias fisioldgicas, existen varias adaptaciones energéticas
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comunes, las cuales se observan durante la lactancia en la mayoria de los mamiferos: 1)
incremento en la ingesta de comida, ii) cambios en la distribucion de substratos
metabolicos hacia la glandula mamaria y iii) ahorro en los procesos metabolicos. La
mayoria de los mamiferos desarrollan hiperfagia durante la lactancia. En especies con
poco y lento desarrollo de las crias, como es el hombre, el incremento en la ingesta de
alimentos es del orden del 25% (Thomson y Hytten, 1973; Black y cols., 1986; Prentice
y Prentice, 1988). Por otra parte, en mamiferos como la rata, que tienen un desarrollo
rapido de multiples crias, la ingesta de comida puede llegar a ser mas del triple en el
pico de la lactancia (Fell y cols., 1963; Ota y Yokoyama, 1967; Fleming, 1976). La
magnitud de la hiperfagia es directamente proporcional al niimero de crias (Ota y
Yokohama, 1967). Durante la lactancia el vaciamiento gastrico y el transito intestinal
estan aumentados y se regulan por la prolactina sin ejercer ningun efecto el estradiol y
la progesterona (Cheng y cols., 1997a). Al final de la lactancia, la ingesta de comida, el

vaciamiento gastrico y el transito intestinal vuelven a sus valores normales.

Las bases fisiologicas de la hiperfagia durante la lactancia no son bien
entendidas. Obviamente, el mayor estimulo para comer es la necesidad de reemplazar
la energia y los nutrientes perdidos en la produccion de leche. La lactancia viene
acompanada por diferentes cambios endocrinos y la cuestion se plantea en saber si estas
hormonas tienen algin efecto en la ingesta de comida o si sus efectos no afectan al
proceso de la lactancia. La supresion de los niveles de esteroides (o un incremento en la
proporcion de progesterona/ estradiol) podria contribuir al incremento de la ingesta de
comida, pero la magnitud de la hiperfagia durante la lactancia es demasiado elevada
para suponer que las hormonas esteroideas juegan un papel importante de forma
exclusiva. Se ha sugerido que los elevados niveles de prolactina podrian estimular la
ingesta de comida. El incremento en la talla de las crias esta asociado con la ingesta de
alimento y los niveles de prolactina circulante (Amenomori y cols., 1964; Fleming,
1978; Ota y Yokoyama, 1967). El tratamiento con prolactina a ratas no lactantes
incrementa la ingesta de comida (Moore y cols., 1986; Gerardo-Gettens y cols., 1989 a,
b). Sin embargo, no siempre se observa esta hiperfagia inducida por la prolactina en
ratas no lactantes; se requeririan dosis suprafisiologicas de esta hormona y al igual que
con manipulaciones hechas con hormonas esteroideas los efectos no son tan elevados

comparados con la hiperfagia observada durante la lactancia.
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1.3. Iniciacion v mantenimiento de la secrecion lactea. Senales

reguladoras durante la lactancia.

1.3.1. Desarrollo del tejido mamario.

En la actualidad existen mas de 4500 especies de mamiferos (Mepham, 1983)
que se diferencian porque las hembras poseen glandulas mamarias, las cuales secretan la
leche que provee a los neonatos de una fuente de nutrientes hasta que estos son capaces
de alimentarse por si soOlos. El desarrollo mamario y la estructura fundamental del
referido organo ofrecen particularidades muy parecidas en todos los mamiferos, si bien
existen evidentes diferencias en cuanto a detalles funcionales, arquitectura glandular y
numero de glandulas existente en cada especie. Los mamiferos se dividen en tres
subclases: los Prototerios, los Metaterios y los Euterios o Placentarios, los cuales
constituyen el 95% de los mamiferos (Mepham, 1983). En los marsupiales y
placentarios, bien sean dimasticos o polimasticos, las mamas se desarrollan produciendo
arborizaciones en el mesenquima y las sucesivas arborizaciones forman una pequefia
red de canaliculos por donde discurrira la leche. En los mamiferos con gran niumero de
mamas, los esbozos glandulares parten de la region toracica y se continuan por la
abdominal e inguinal; mientras que las especies que presentan reducido nimero de
glandulas, los esbozos se establecen en la region toracica, en la abdominal o en la
inguinal y el resto de los esbozos terminan por desaparecer. La rata se caracteriza por
tener seis pares de glandulas; tres de ellas son toracicas, una abdominal y dos
inguinales; la estructura mamaria se presenta en este animal como una tira de tejido
desde el cuello al ano (Vina y Puertes, 1988) con la unica excepcion del area constituida

por las costillas.

El tejido secretor de la glandula mamaria se encuentra organizado en ldbulos de
los que arrancan los conductos galactdforos; a su vez, cada l6bulo esta formado por
lobulillos y éstos a su vez se ramifican y terminan en formaciones esferoidales
denominadas acini que representan verdaderas unidades secretoras. Cada lobulillo
contiene  150-220 alvedlos (acini) microscopicos cuyo desarrollo ocurre
mayoritariamente durante la gestacion. Las modificaciones que se producen en esta

etapa pueden dividirse en dos periodos: 1) durante el primero existe una activa
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proliferacion con la aparicion de nuevos acini, asi como de amplias ramificaciones en el
sistema canalicular; puede considerarse como la fase de hiperplasia glandular y tiene
lugar durante la primera mitad o los dos primeros tercios de la gestacion; ii) en el
periodo restante, se produce una hipertrofia glandular debido al aumento de volumen de
las células existentes y, en consecuencia, aumento de tamafio de los 16bulos, mientras
que el tejido conjuntivo queda reducido a finos tabiques entre los tubos y acini
dilatados, al mismo tiempo que aumenta la vascularizacion e infiltracion celular. Sin
embargo, no existe una division neta entre el fin de la fase de hiperplasia y la iniciacion
de la fase hipertrofica, y existe un momento en que ambas fases se combinan. Bajo la
influencia de la prolactina, lactogeno placentario, progesterona y factores de
crecimiento locales, el epitelio lobulo-alveolar sufre una extensiva proliferacion
(Neville y cols., 2002). Tras el parto, este epitelio pasa a tener un fenotipo secretor y se
sintetizan las proteinas de la leche y los enzimas lactogénicos; este inicio de la lactancia

ocurre en dos etapas:

1) Diferenciacion citologica y enzimatica de las células del epitelio alveolar.

Los cambios citologicos asociados a este estado son: hipertrofia del reticulo
endopladsmico rugoso (RER), hipertrofia del aparato de Golgi, aparicion de grandes
vesiculas que contienen micelas de caseina, un incremento en el numero de goticulas de
grasa en el citoplasma, un aumento en el numero de microvilli en la zona apical y en el
nimero de mitocondrias por célula. Entre los cambios enzimaticos encontramos
aumentada la sintesis de acetil CoA carboxilasa, adcido graso sintetasa y otras enzimas
asociadas con la lactancia y un aumento en la sintesis de los sistemas de transporte para

la captacion de glucosa, aminoacidos y otros substratos para la produccion de leche.

2) Secrecion de la leche propiamente dicha.

Esta no se produce hasta que no cesa el efecto inhibidor de la progesterona sobre la
lactogénesis y es estimulada por las elevadas concentraciones en sangre de prolactina y
glucocorticoides. A su vez estos cambios hormonales inducen la transcripcion del gen
de la o-lactoalbumina; esta proteina participa junto con la galactosiltransferasa en el
aparato de Golgi en la sintesis de lactosa. Ademas, la sintesis de otros componentes de

la leche también estd aumentada.



INTRODUCCION

El esquema funcional se plantea en el sentido de que los estrogenos preparan la
respuesta; la progesterona, los fenomenos de sintesis (madurez glandular) y la prolactina
desencadena la produccion lactea. La grasa, caseina, lactoalbumina, lactoglobulina y
lactosa son producidas por las células del acini que las vierte al lumen alveolar. Las
proteinas se generan en el aparato de Golgi y a través de las vacuolas y sus formaciones

son evacuadas al lumen del alveolo.

Expresion de genes Sefales hormonales
de proteinas lacteas «

RER
Sintesis de
proteinas lacteas

o-Lactalbumina Caseina

Galactosiltransferasa

Formacion de
micelas de

Sintesis de lactosa caseina

Vesicula

secretora A, .,
Lactosa o

Golgi Sales

Prots. lacteas

LECHE

Figura 1. Esquema de las sefiales reguladoras de la secrecion lactea. Las hormonas
lactogénicas ejercen su funcion en el niucleo, donde incrementan la expresion de
determinados genes que codifican para proteinas lacteas como la caseina y la
o-lactoalbumina y la insulina es necesaria para la captacion de glucosa, a su vez los
glucocorticoides también estan implicados en el desarrollo del RER, donde tiene lugar
la sintesis de proteinas. En cuanto a la hormona del crecimiento (GH) estd implicada

en el desarrollo del tejido mamario durante la lactancia.

La funcibn mamaria tiene en todos los mamiferos un ciclo natural que
corresponde a las exigencias de los recién nacidos. La regresion de la glandula mamaria
se produce de un modo gradual a medida que la lactancia declina, en respuesta a una

acumulacion de leche y un descenso en las hormonas lactogénicas. El incremento de la
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presion intralobular por la acumulacion de leche en los acini conduce a una detencion de
la funcién de estas células secretoras; posteriormente se produce una descamacion de las
células epiteliales y una remodelacion tisular, de modo que el tejido conjuntivo y

adiposo sustituye a estas estructuras glandulares.

1.3.2. Senales reguladoras del desarrollo y mantenimiento de la secrecion lactea.

Ya desde sus origenes embrionarios, aunque fundamentalmente durante la
gestacion, la glandula mamaria sufre un desarrollo ductal que origina una estructura
alveolar necesaria para la consecuciéon de la lactancia. Este desarrollo incluye
numerosas etapas de proliferacion y morfogénesis y estd estrechamente regulado por
una serie de hormonas clave, factores de crecimiento e interacciones celulares (Hovey y

cols. 2002; Neville y cols. 2002).

Los niveles de estrogenos, progesterona, lactdgeno placentario, oxitocina y
prolactina regulan la funcion reproductora y act@ian directamente sobre la glandula
mamaria donde influyen en los cambios morfoldgicos y funcionales que se producen en
dicho tejido. La progesterona tiene un efecto inhibidor sobre la lactogénesis; in vivo la
progesterona: 1) incrementa el umbral de respuesta a prolactina, ii) altera la secrecion de
prolactina de la adenohipdfisis y iii) tiene un efecto directo sobre las células del epitelio

mamario ya que se une a los receptores de glucocorticoides.

Al hablar de la regulacion de la secrecion lactea debemos referirnos a un
complejo de hormonas lactogénicas que son: insulina, glucocorticoides y prolactina. La
prolactina es una hormona hipofisaria que presenta dos mecanismos de accion
lactogenica: i) actuando desde el acini y ii) actuando a través del metabolismo general
organico. Ademas de ser sintetizada y secretada por las células lactotroficas de la
hipéfisis anterior, la prolactina también es producida en otras células y tejidos tales
como miometrio, glandula lacrimal, timo, bazo, linfocitos circulantes y células linfoides
de la médula 6sea, fibroblastos de la piel y glandulas sudoriparas (Ben-Jonathan y cols.,
1996). Las células del epitelio mamario también son importantes en la sintesis y
secrecion de prolactina. La prolactina esta presente en concentraciones significativas en
la leche y es absorbida por el neonato donde se supone que causa cambios en la

maduracion del sistema neuroendocrino-hipotalamico. La prolactina aumenta en el
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curso de la gestacion para adquirir los valores méaximos después del parto y va
disminuyendo hasta casi desaparecer de la hip6fisis una vez establecido el normal ciclo
de produccion. La prolactina es una hormona fundamental en el desarrollo y
diferenciacion de la glandula mamaria (Accorsi y cols., 2002); es esencialmente un

desencadenante de la produccion lactea, pero es incapaz de mantener dicha produccion.

Existen otros factores hormonales involucrados en el mantenimiento de la
secrecion lactea como las hormonas metabodlicas, cuyo papel principal es regular el
metabolismo en respuesta a los nutrientes o al estrés, pero que también ejercen efectos
directos sobre la glandula; en este grupo cabe destacar la hormona de crecimiento, la
insulina y los corticoides. Los glucocorticoides poseen un efecto estimulante de la
lactopoyesis, ya que parecen estar implicados en el desarrollo del RER y en la
transcripcion de los genes de la caseina y la a-lactoalbumina. Por otro lado la insulina,
junto con IGF-1 (insulin growth factor-1), estaria implicada en la captacion de glucosa
por el tejido, esencial para la sintesis de lactosa (Hovey y cols., 2002). La insulina
también podria estar implicada en la regulacion de la sintesis de ciertos genes que
codifican para proteinas de la leche. En general las hormonas de accion lactopoyética
facilitan a la gldndula mamaria los elementos necesarios para la formacion de la leche a
nivel del acini. En cuanto a la hormona del crecimiento, gracias a los estudios
realizados en ratones transgénicos que no expresan el receptor de esta hormona en el
epitelio mamario, se sabe que no es imprescindible para que se produzca el desarrollo
funcional de este tejido, si bien la arborizacion de los ductos mamarios se ve claramente

afectada (Kelly y cols., 2002).

Pese a que las hormonas son los factores principales que regulan los procesos
asociados al tejido mamario como lactogénesis y secrecion lactea se ha visto que existen
otros factores implicados. Existe un mecanismo reflejo de la succion: los recién
nacidos han de succionar o extraer la leche de las mamas a través de los pezones. Se
trata de un fendmeno activo en el que los estimulos mamarios, que llegan al sistema
nervioso central, actian a través del 16bulo anterior de la hipofisis desencadenando los
factores hormonales estimulantes de la secrecion lactea (prolactina y corticoides); pero
también actuarian sobre el 16bulo posterior, dando lugar a descargas de oxitocina, que
ayuda a la salida activa de la leche. La oxitocina es fundamental para la contraccion de

las células mioepiteliales que rodean a las células epiteliales secretoras, facilitando asi la
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secrecion de la leche fuera del lumen del alvedlo a la cavidad del acini, dentro de
pequenios conductos galactoforos, por lo que se considera una hormona de gran

importancia para la produccion lactea.

Otro factor clave es la interaccion de las células epiteliales con la matriz
extracelular (ME), especialmente la membrana basal. Esta interaccion es esencial para
la mayoria de los procesos asociados con la lactancia como la expresion de genes, la
sintesis de proteinas lacteas y la secrecion de dichas proteinas (Wiseman y Werb, 2002).
La membrana basal esta formada por numerosas proteinas de la matriz extracelular tales
como colageno tipo IV, laminina y proteoglicanos. Estas proteinas interaccionan entre si
y con proteinas de la superficie celular lo que permite a las celulas desarrollar la
polaridad y orientacion necesarias para secretar los componentes de la leche en la
superficie apical de la célula. Ademas, la ME puede regular el fenotipo del epitelio
mamario. Se cree que la expresion del gen que codifica para la B-caseina esta mediada
por la adhesion de las células del epitelio mamario a la laminina (Streuli y cols., 1995a),
mientras que la actividad del factor de transcripcion STATS, un regulador esencial para
la transcripcion de genes de la leche, también estd controlada por interacciones célula-

ME (Streuli y cols., 1995b).

1.4. Produccion de leche.

Las células epiteliales que delimitan el lumen alveolar son esenciales para la
produccion de la leche. Estas células son de naturaleza polar ya que la membrana basal
presenta funciones diferentes a las de la membrana apical. El contenido celular también
esta polarizado, el nucleo tiende a estar localizado en la zona basal de la célula, el
aparato de Golgi se situa apical al ntcleo y la mayoria de las estructuras secretoras
(vesiculas secretoras, goticulas de grasa) se localizan en la zona apical de la célula. La
membrana basal estd en contacto con una fina capa de tejido conectivo que le confiere

apoyo estructural a las células epiteliales.

La lactancia en la rata dura alrededor de 21 dias y se considera el periodo
comprendido entre el 10° y el 14° como el de mayor actividad. En el pico de la
lactancia, la rata produce alrededor de 125mL de leche por Kg de peso en 24 horas, lo

que equivale a un volumen de 30 mL en 24 horas (Sampson y Jansen, 1984), mientras
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que la cifra es de 12-23mL de leche por Kg para el ser humano, lo cual corresponde a
un volumen aproximado de 700-900mL en 24 horas (Casey y Hambidge, 1983;
Whitehead, 1983). Ademas, el contenido de lipidos y proteinas es mayor en la leche de
rata que en la humana, mientras que ocurre al revés ocurre al revés con el contenido de
lactosa. Todo esto significa que, para su tamafio, las demandas durante la lactancia en la
rata son mayores que en el ser humano. Sin embargo, existen buenas razones para creer
que la regulacion de la sintesis de macromoléculas de la leche de rata es extrapolable al

ser humano (Williamson y cols., 1984).

2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE
LA APOPTOSIS.

2.1. Concepto de muerte celular programada.

Las células pueden morir por necrosis o apoptosis. Cuando las células sufren
dafios graves e irreparables mueren de una forma incontrolada denominada necrosis. La
necrosis implica una hinchazon de la célula y de sus organulos intracelulares, con lo que
la célula pierde la integridad de la membrana, alterdndose la regulacion de la
homeostasis i6nica celular lo que culmina en una ruptura de la membrana plasmatica y
la consecuente liberacion al espacio extracelular de su contenido intracelular y
disolucién de los organulos, lo que convierte a la célula en una masa de desechos. A
diferencia de la apoptosis, la necrosis produce una respuesta inflamatoria localizada que
puede causar un mayor dafno al tejido (Majno y Joris, 1995). Por ejemplo, la necrosis es
la causa principal del dafio tisular que ocurre en tejidos isquémicos, como el infarto tras
una trombosis coronaria. Sin embargo, la muerte celular programada o apoptosis es un
proceso fisioldgico en el cual estimulos del desarrollo o ambientales activan un
programa genético para llevar a cabo una serie especifica de eventos que culminan en la
muerte celular, sin alteraciones de la arquitectura o de la fisiologia tisular (Hockenbery,
1995). La apoptosis juega un papel vital en procesos fisiologicos del desarrollo de
eucariotas, por ejemplo, durante la embriogénesis al eliminarse el tejido interdigital, o
durante la maduracion del sistema nervioso cuando se produce la muerte de las
neuronas supernumerarias (Vaux, 1993). La muerte celular programada (PCD) también

es un proceso importante en el adulto, para la eliminacion de linfocitos auto-reactivos o

11
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en la involucidén v remodelacion de la glandula mamaria tras el destete. El recambio

regular de las células dentro de un tejido implica esta forma de muerte celular,
cuidadosamente controlada y no-inflamatoria que no produce dafo al tejido y por la
cual células superfluas, enfermas o lesionadas son eliminadas. Ahora bien, la apoptosis
también puede provocarse ante situaciones patologicas (Vaquero, 2000), siendo
innumerables las enfermedades en las que se ha demostrado una alteracion de la

apoptosis, bien por exceso o por defecto.

A finales del siglo XIX, el equipo del Dr. Fleming (Fleming, 1885) describe un
tipo de necrosis diferente a la necrosis convencional. Mediante microscopia Optica este
grupo pudo reconocer morfologicamente la involucion fisiologica que se producia en
los foliculos ovaricos o en la mama tras la lactancia y lo denominé cromatolisis. Hasta
1914 este nombre no vuelve a aparecer en la literatura médica, cuando el anatomico
aleman Dr. Graper realiza un estudio sobre el desarrollo del saco vitelino (Graper,
1914). Posteriormente, en 1951 Glucksmann describié cémo este fenomeno podia
explicar muchos de los cambios acontecidos durante el desarrollo embrioldgico
(Glucksmann, 1951). Ya en la década de los 60, y gracias al desarrollo de la
microscopia electronica se estudio la morfologia ultraestructural de este fenomeno y fue
en 1972 cuando Kerr, Wyllie y Curie emplearon por primera vez la palabra apoptosis
para describir los cambios morfoldgicos observados, simplificando asi la terminologia

utlizada para designar los tipos de muerte celular (necrobiosis, cromatolisis...).

2.2. Caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis.

La apoptosis se caracteriza por una serie de alteraciones de la célula, y
especificamente del nucleo. Inicialmente se produce una pérdida de contacto entre
células debido a una constriccion de la membrana. Esto hace que el tamafio celular
disminuya y los orgénulos se agrupen lo que confiere al citoplasma un aspecto mas
denso. Los cambios nucleares son los rasgos mads caracteristicos: la cromatina se
condensa en la periferia, por debajo de la membrana nuclear, en masas densas bien
definidas. Posteriormente se produce una fragmentacion del DNA nuclear en multiplos
de 200 pb debido a la activacion de una endonucleasa dependiente de Ca™ que rompe el

DNA internucleosomal y un desensamblaje hasta formar vesiculas rodeadas de
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membrana denominadas ‘“‘cuerpos apoptoticos” que se componen de citoplasma y
organulos muy agrupados, pudiendo contener también fragmentos nucleares (Kanzler y
Galle, 2000). Estos cuerpos apoptoticos seran fagocitados por las células sanas
adyacentes del parénquima o por macréfagos, donde se degradaran con rapidez dentro
de los lisosomas, gracias a su actividad enzimatica. Seguidamente las células adyacentes
serian capaces de migrar o proliferar reemplazando asi el espacio ocupado por la célula

apoptotica suprimida (Cohen, 1993).

2.3. Mecanismos moleculares que rigen la apoptosis. Fases de la

apoptosis.

El nimero de células del organismo estd estrictamente controlado. Debe existir
un balance entre la proliferacion celular y las pérdidas de células, fundamentalmente por
muerte, emigraciéon o diferenciacion. Desde el punto de vista molecular podemos
considerar la existencia de tres fases en el proceso de muerte celular programada que
son: 1) fase de iniciacion, i1) fase de ejecucion y iii) degradacion celular. Durante las dos
primeras fases es posible revertir el proceso, gracias a mecanismos bloqueadores o

reguladores.

2.3.1. Fase de iniciacion.

Existen multiples factores inductores de apoptosis, algunos de ellos relacionados
con unas condiciones ambientales adversas como pérdida de factores troficos o de
crecimiento, radicales libres, virus, agentes quimioterapéuticos, radiaciones UV, etc.

Las dos vias mejor estudiadas en el proceso de apoptosis incluyen:

1-Via de activacidn de receptores especializados de la membrana celular.

La propia célula activa directamente su destruccion, estd provocada por secrecion de
ligandos apoptoticos y mediada por receptores de superficie, que al unirseles el ligando
correspondiente reclutan moléculas especificas (procaspasas 1, 2 y 8) y median la
transduccion de las sefiales de muerte celular (Nagata, 1997). Estos receptores son de la

familia del receptor del factor de necrosis tumoral, TNF, siendo los dos mas
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representativos CD95 (también denominado Fas o Apol; Krammer, 2000) y TNFR1
(p55 o CD120a; Green, 1998a). Son las células efectoras del sistema inmune las que
presentan el ligando de manera conformacional, permitiendo su unién al receptor de
membrana de la célula diana, activando, de esa manera, la cascada apoptotica

intracelular.

2-Via de alteracién mitocondrial.

Otros estimulos que también inducen apoptosis tales como el estrés oxidativo,
agentes que producen dafio en el DNA y agentes quimioterapeuticos, actuan a través de
un mecanismo mitocondrial. Se conocen al menos tres mecanismos generales por los
que la mitocondria estd implicada en la activaciéon de este proceso de muerte celular
programada: 1) liberacién de proteinas que potencian la activacion de las caspasas, ii)
cese del transporte de electrones, fosforilacion oxidativa y produccién de ATP vy iii)

alteracion del potencial redox celular.

Las mitocondrias estan profundamente implicadas en la regulacion de la muerte
celular, ya que sufre una permeabilizacion de la membrana que conduce a la apoptosis
de la célula (Kroemer y cols., 1997; Susin y cols., 1998). Durante la apoptosis se
produce, a nivel mitocondrial, la apertura de canales no selectivos PTP (Permeability
Transition Pore), alterandose el equilibrio de iones entre la matriz mitocondrial y el
espacio intermembranas, produciéndose la pérdida del potencial de membrana. Estos
fendmenos descompensan la cadena respiratoria, creando una hiperosmolaridad en la
matriz lo que hace que se expanda y se hinche. La membrana mitocondrial interna se
adapta a la expansion disminuyendo sus repliegues, pero la membrana externa acaba
rompiéndose y liberando hacia el citosol numerosas proteinas mitocondriales
localizadas en el espacio intermembranas (Loeffler y Kroemer, 2000) como el
citocromo ¢ y el Smac (Second mitochondria-derived activator of caspases)/ DIABLO
(Direct IAP-Binding protein with low pl). Ademads, las numerosas investigaciones que
tienen lugar en el dmbito de la muerte celular programada descubren nuevas proteinas
implicadas en la apoptosis celular; entre ellas encontramos el factor inductor de
apoptosis (AIF, apoptosis-induced factor) que fue identificado y clonado en 1999 como
una proteina que se trasloca de la mitocondria al citosol y de ahi pasa al nticleo, donde

favorece la condensacion de la cromatina y la ruptura del DNA en fragmentos grandes
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(~ 50 kb) (Lorenzo y Susin, 2004). Otra proteina mitocondrial que se trasloca al nucleo
tras un estimulo apoptdtico es la endonucleasa G, que degrada el DNA nuclear en
fragmentos oligonucleosomales similares a los generados por la DNasa activada por

caspasas (CAD, caspase-activated DNase) (Parrish y cols., 2001).

Este proceso precede a la apoptosis nuclear y es inhibido por la presencia de
proteinas antiapoptoticas de la familia bcl-2, siendo las mas representativas bcl-2 y bel-
Xy (Zamzami y cols., 1998). Estas proteinas ejercen su proteccion sobre las membranas
mitocondriales translocando las proteinas proapoptoticas a la membrana mitocondrial
interna e impidiendo la formacion de poros PTP a través de varios mecanismos: 1)
formando dimeros con otras proteinas homologas antiapoptoticas o proapoptéticas, ii)
uniéndose a proteinas no homologas como la Apaf-1 y la calcineurina y iii) formando
poros idnicos mitocondriales pequefios y protectores que regulan el equilibrio i6nico

mitocondrial.

Las proteinas proapoptdticas de la familia bel-2 (bax, bak y bid) se translocan a la
membrana mitocondrial externa, induciendo la salida del citocromo c al citosol, lo cual
no siempre implica pérdida del potencial de membrana ni alteracion de la morfologia
mitocondrial ya que serian los canales VDAC (voltaje-dependent anion channel) los
implicados en la liberacion de citocromo ¢ y Smac/ DIABLO al citoplasma (Green,

2000).

El citocromo c (citosolico) forma un complejo con los factores citoplasmicos Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor-1) y procaspasa-9 en presencia de dATP. Este
complejo, denominado apoptosoma produce la activacion de la caspasa-9, que a su vez
corta y activa otras caspasas, como las caspasas -3 y -7. Esto constituye la fase de
ejecucion de la apoptosis y parece ser el punto de no retorno de la apoptosis. Smac/
DIABLO ademaés de actuar activando las caspasas se une a la familia de las proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP), inhibiendo su actividad anti-apoptética (Martinou,

1999)
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Sefales proapotoéticas
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PROTEOLISIS Y MUERTE
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Figura 2. Via de alteracion mitocondrial en la apoptosis. Los efectos antagonicos
pro- y anti-apoptoticos de los miembros de la familia Bcl-2 regulan la liberacion
mitocondrial de los cofactores apoptoticos citocromo ¢ y Smac/DIABLO. El citocromo
¢ se adapta a la molécula de Apaf-1 citoplasmica que, a su vez, recluta y oligomeriza a
la procaspasa-9 activandola, iniciandose asi la casacada apoptotica. El cofactor
Smac/DIABLO no sdlo activa a la caspasa-9, sino que ademds se une a IAP, inhibiendo

su actividad antiapoptotica.

2.3.2. Fase de ejecucion.

Las caspasas son una familia de cisteina-proteasas que han sido identificadas
como reguladores clave y efectores de la respuesta apoptotica en varias especies. En el
nematodo Caenorhabditis elegans, empleado como modelo para el estudio de la muerte
celular, fueron identificados numerosos genes “ced” (C. elegans death) de los que
posteriormente se han encontrado homdlogos en células de mamiferos; por ejemplo el
gen ced-3 codifica para una proteina necesaria para la muerte celular y comparte
homologia en su secuencia con la cisteina-proteasa de mamifero interleukina-1p-
enzima convertidora (ICE, caspasa-1). En mamiferos, la familia de las caspasas consta

de 11 enzimas proteoliticas (caspasas 1-10 y caspasa 14) que inicialmente se expresan
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en la célula como zimogenos o proenzimas (30-50 KDa) que contienen un prodominio
seguido de dos subunidades: una grande (20 KDa) y otra pequena (10 KDa) (Degterev y
cols., 2003).

Las caspasas pueden a su vez subdividirse segin distintos criterios tales como
analisis filogenético, especificidad de substrato y/o el tamafio del prodominio. Los
miembros de la sub-familia de la caspasa-1 (caspasas -1, -4, -5 y -11) parece que juegan
un papel mas importante en la inflamacién que en la apoptosis. Se ha propuesto que las
caspasas que actuarian en la fase inicial de la apoptosis (sefializacion de muerte celular),
que son aquellas con un prodominio mas largo como la caspasa-8, podrian activar
directa o indirectamente caspasas denominadas “efectoras” (desensamblaje de la célula)
que serian las caspasas -3, -6 y -7, de forma que se estableceria una especie de cascada
de activacion de las caspasas (Cohen, 1997). Estas caspasas efectoras, que presentan un
prodominio mas pequefio, son las responsables de los cambios morfologicos y
bioquimicos caracteristicos de la apoptosis (Sun y cols., 1999). Tras su activacion por
una sefial apoptotica, ya sea mediada por receptores especificos de la superficie celular
o bien a través de mecanismos de sefializacion intracelular, las caspasas actlian
concertadamente en cascada produciendo la ruptura de substratos celulares clave como
la poli (ADP-ribosa) polimerasa, citoqueratinas y lamininas, lo que conduce a un
desensamblaje celular y a la muerte de la célula (Cohen, 1997). La cascada de
activacion de las caspasas finaliza con la activacion de la caspasa-3 que ocurre al inicio
de la apoptosis, mucho antes de que tenga lugar la fragmentacion del DNA. Una vez se
ha activado la caspasa-3 no existe vuelta atras a la viabilidad celular, el programa para

la muerte de la célula se ha activado irreversiblemente.

Las caspasas no se unen indiscriminadamente a las proteinas sobre las que
actlian sino que existen unas proteinas diana, ya que la ruptura ocurre sobre unas
secuencias de péptidos especificas (Thornberry y Lazebnik, 1998). La destruccion de
estas proteinas esta programada genéticamente y se lleva a cabo sistematicamente para
asegurar la correcta muerte de la célula. Esta especificidad se pone de manifiesto al
observar el efecto en la maquinaria de transporte nuclear de la célula. Las cuatro
nucleoporinas (Nup153, Nup214, RanBP2 y Tpr) sufren una digestion por parte de las
caspasas, en cambio los factores de transporte nuclear (importina o y B y Ran) no son

procesados sino que sufren una redistribucién en la membrana (Ferrando-May y cols.,
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2001). Basandonos en un andlisis de su funcion celular, las proteinas diana de las
caspasas pueden clasificarse en seis categorias: (1) proteinas directamente implicadas en
la regulacion de la apoptosis (Bid, Bcl-2, Bel-x;, XIAP, etc.), (2) proteinas reguladoras
de la senal de transduccion apoptotica (e.g. protein-quinasas, FAK, Akt), (3) proteinas
estructurales (actina, gelsolina,fodrina), (4) proteinas necesarias para los sistemas de
reparacion celulares (PARP, ATM), (5) proteinas reguladoras del ciclo celular (p27,
p21, Mdm2) y (6) proteinas implicadas en patologias humanas (ataxina-3, huntingtina,

etc.) (Utz y Anderson, 2000; Degterev y cols., 2003).

Como ya se ha comentado, cada caspasa es sintetizada como zimdgeno, por lo
que requiere ser procesada para generar la enzima activa; las caspasas que se activan en
primer lugar serdn las responsables de iniciar la cascada proteolitica. Sin embargo para
su activacion necesitan proteinas mediadoras que, bien concentran los zimogenos en
cantidad suficiente para que se produzca la autocatalisis (Salvesen y Dixit, 1999) o bien
activan alostéricamente el zimogeno sin procesarlo (Rodriguez y Lazebnik, 1999). Estos
mediadores de la activacion de las caspasas, que actlan en un gran complejo
denominado apoptosoma, incluyen CED-4 en Caenorhabditis elegans (Apaf-1 en

mamiferos) (Zou y cols., 1997; Adams y Cory, 2002).

Se han propuesto dos modos distintos de activacion de las caspasas
“iniciadoras”. La procaspasa-8 es activada por la agregacion de receptores en la
membrana plasmatica: al unirse el ligando a los receptores de membrana de la familia
del TNF la procaspasa-8 es reclutada por el FADD (Fas-associated protein with death
domain) hasta el receptor; la elevada concentraciéon a nivel local de este zimogeno
promueve su autocatalisis, activandolo (Strasser y cols, 2000). Por el contrario, la
procaspasa-9 requiere de la formacién de un complejo citopldsmico para su activacion.
Este complejo, denominado apoptosoma estd formado por la procaspasa-9, Apaf-1 'y
citocromo-c proveniente de mitocondrias dafiadas. Por tanto estd procaspasa solo se
activaria cuando se utiliza la via mitocondrial, necesitando ademas citocromo-c y ATP

(Hengartner, 2000).

Una vez activadas las caspasas pueden actuar de forma directa o indirecta:
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1-Mecanismo indirecto.

Las caspasas actuarian inactivando proteinas que protegen a la célula de la muerte
celular. Por ejemplo, las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bel-xp son digeridas por las
caspasas, origindndose factores proapoptoticos (Cheng y cols., 1997b) Es interesante
destacar aqui el mecanismo de accion de la nucleasa responsable de la fragmentacion
internucleosomal de DNA tipica de la apoptosis (Enari y cols., 1998). Esta degradacion
del material genético constituye un “punto de no retorno” en el proceso apoptoético: el
mecanismo subyacente a la condensacion de cromatina, consiste en una fragmentacion
del DNA nuclear existente en las regiones de unidn entre los nucleosomas. El producto
de dicha degradacion son fragmentos de DNA con longitudes multiplos de 180-200
pares de bases que originan un patron en escalera tipico de las células apoptdticas
mediante electroforesis en gel. Dicha enzima, denominada CAD, esta presente en las
células de forma constitucional e inactiva, formando un complejo con una subunidad
inhibitoria, denominada ICAD. La caspasa-3 se une a esta subunidad ICAD
produciendo asi la liberacion y activacion de la subunidad catalitica (Sakahira y cols.,

1998).

2-Mecanismo directo.

Las caspasas también realizan su funcidon directamente, alterando distintas
estructuras celulares, como por ejemplo la destruccion de la ldmina nuclear o del
citoesqueleto. La ldmina nuclear es una estructura rigida que se localiza por debajo de la
membrana nuclear, constituida por polimeros de filamento intermedio denominado
laminina y que estd involucrada en la organizacion de la cromatina (Rao y cols., 1996).
Ante las caspasas, los filamentos intermedios se anclan por un solo sitio, produciendo el
colapso de la lamina nuclear lo que favorece la condensacion de la cromatina. En el
caso del citoesqueleto, las caspasas inactivan a proteinas que regulan la homeostasis,
como la fodrina o la gelsolina, que despolimerizan los filamentos de actina por lo que
son clave en la rapida aparicion de los cambios morfoldgicos (Kothakota y cols., 1997).
Ademas modifican la quinasa de adhesion focal (FAK) y la quinasa 2 p21-activada
(PAK2), pudiendo colaborar en los cambios estructurales de la membrana

citoplasmatica (Rudel y Bokoch, 1997).
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Figura 3. Mecanismo de accion de las caspasas.

En resumen, las caspasas participan en la apoptosis de un modo muy bien
organizado: cortan los contactos con las células adyacentes, reorganizan el
citoesqueleto, entorpecen la replicacion y reparacion del DNA, interrumpen el splicing
y rompen la estructura nuclear, inducen la liberacion de sefiales que favoreceran la

fagocitosis y desintegran la célula en cuerpos apoptdticos (Chang y Yang, 2000).

2.3.3. Fase de degradacion celular.

En la superficie de los macréfagos y de las células apoptoticas han sido
identificadas moléculas que actuarian como mediadores en el proceso de
reconocimiento y adhesion, facilitando asi la desintegracién de los cuerpos apoptéticos

(Savill y Fadok, 2000). Los receptores presentes en los macrofagos pueden clasificarse
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como de clase A, a los que pertenecen el receptor de macrosialina, ABC 1y receptor de
vitronectina (avp3 integrin), y los de clase B, donde se incluyen los receptores CD 14 y

CD 36 (Platt y cols., 1998).

Los cambios que se producen en la membrana de las células apoptoticas
favorecen que los lipidos subyacentes queden expuestos (fosfatidilserina y fosfolipidos)
lo que permite que los cuerpos apoptdticos puedan ser reconocidos por los receptores
situados sobre los macréfagos. Estos receptores pueden unirse a la trombospondina, una
molécula que forma puente con la fosfatidilserina e ICAM 3 (Intercellular adhesion

molecule 3) de la célula apoptdtica (Marguet y cols., 1999).

2.4. Mecanismos reguladores de 1a apoptosis.

Existen procesos moduladores de la apoptosis que actuan a diferentes niveles:

2.4.1. Inactivacion de ligandos.

Este nivel de regulacion se produciria al inicio de la apoptosis y consiste en la
proteolisis o inactivacion de los ligandos de los receptores de membrana, especificos de
la apoptosis, a través de algunos polipéptidos. Por ejemplo, la proteina SODD (silencer
of death domain) se une a uno de los dominios de TNFR1 y previene la oligomerizacion
del receptor; otro ejemplo es la tirosin fosfatasa, que al unirse al dominio citoplasmatico

de Fas atentia la muerte celular mediada por Fas.

2.4.2. Proteinas inhibidoras vy favorecedoras de la apoptosis.

Las proteinas de la familia Bcl-2 son capaces de formar heterodimeros cuya
relacion dentro de la célula resulta en una estimulacion o inhibicion de la apoptosis. El
gen bcel-2 (B-cell Lymphoma 2) fue el primer miembro de una familia de genes
implicados en la regulacion de la apoptosis que, a diferencia de otros oncogenes,
prolonga la supervivencia celular bloqueando especificamente la muerte celular por
apoptosis (Chetty y cols., 1997). El producto de este gen es una proteina de 26 KDa que

se localiza principalmente en la membrana externa de la mitocondria, aunque también
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en la nuclear y en el citosol a nivel del reticulo endopldsmico liso (De Jong y cols.,
1994). La amplia expresion in vivo de bcl-2 en tejidos normales, embrioldgicos, fetales
y adultos, sugiere que este gen tiene un importante papel en la homeostasis tisular
normal (LeBrun y cols., 1993); se ha llegado a hipotetizar que bcl-2 es un factor de
supervivencia muy importante para células progenitoras precoces, presumiblemente a
través de la prevencion de la muerte celular programada en el compartimento
regenerativo, y para células completamente diferenciadas que son de larga vida

(Hockenberry y cols., 1990; Hawkins, 1994).

En mamiferos se han identificado otros 15 genes que comparten homologia con
el gen bcl-2 por lo que se consideran miembros de la familia de genes bcl-2. A su vez,
se pueden dividir en dos grupos, en base al efecto que tienen en el ciclo celular. Los
antiapoptoticos son bcl-2, bel-xp, becl-W, Mcl-1, Al, NR-13, BHRF 1 y DRF 16,
mientras que los que promueven la apoptosis son bax, bcl-xs, bok y bak entre otros
(Adams y Cory, 1998). Las proteinas de esta familia poseen, al menos, uno de cuatros
dominios homologos al bel-2 (BH1, BH2, BH3 y BH4); las inhibidoras de la apoptosis
contienen los dominios BH1 y BH2, incluso las de mayor homologia con bcl-2
presentan los cuatro dominios (Reed, 1997). Sin embargo, las proteinas proapoptdticas
pueden subdividirse en dos grupos, en relacion a la homologia estructural que
compartan con bcl-2: 1) el grupo Mdt, que incluye bax, bak y bok, contiene tres
dominios (BHI, BH2 y BH3) homodlogos al bcl-2; ii) por el contrario, existen otras
proteinas que tan so6lo coinciden estructuralmente con una pequefia region central (9 a
16 residuos) del dominio BH3 como son Bik, Blk, Hrk, Bad, Bid y EGL-1 (McDonnell
y cols., 1999).

e Bax: La primera proteina que se descubrid que estaba asociada al bcl-2, in vivo,
fue bax (Bcl-2 associated protein X), una proteina de 21 KDa con la habilidad de
suprimir la capacidad de bcl-2 para bloquear la apoptosis (Antonsson y Martinou,
2000). En algunos tejidos, entre los que se incluyen mama, estdémago, piel, ganglios
linfaticos, colon e intestino delgado, los patrones de expresion de bax y bcl-2 estan
regulados de forma paralela, lo que sugiere que existe un antagonismo activo entre
ambas proteinas (Krajewski y cols., 1994). Por otro lado, también se ha visto que la
expresion de bax se localiza en aquellas zonas con una alta tasa de apoptosis (Zhan y

cols., 1994), por lo que se han propuesto varios mecanismos para explicar el papel
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regulador de esta interaccion proteina-proteina en el control de la apoptosis (Oltvai y
Korsmeyer, 1994): i) bax podria funcionar como una molécula inductora de muerte
celular que es neutralizada por bcl-2; ii) bcl-2 podria funcionar como un represor de
muerte celular que es neutralizado, por competencia, con una molécula inerte de bax o

ii1) bcl-2 podria tener una funcién bioquimica totalmente expuesta a la accion de bax.

e Bcl-x: Los transcritos del gen Bcl-x pueden originar dos productos: una forma
larga (L) y otra corta (S). La proteina producida por la forma larga, Bel-x;. tiene un 47%
de homologia con bcl-2 y una distribucion celular similar a ésta, lo que sugiere que
ambas proteinas funcionan de una manera similar. Por el contrario, el producto derivado
de la forma corta, Bel-xg, antagoniza la accion de los dos anteriores y es proapoptdtico

(Boise y cols., 1993).

e Bak: La proteina bak (bcl-2 homologous antagonist/ killer) aumenta la tasa de
apoptosis inducida por deprivacion de los factores de crecimiento de fibroblastos,
neuronas y cé¢lulas linfoides murinas, lo que sugiere que funciona principalmente como
un promotor de apoptosis (Chittenden y cols., 1995). Bak se expresa ampliamente en
epitelios complejos, incluyendo nasofaringe, esdfago, colon y vejiga, en los cuales tiene

un papel proapoptotico.

e Mcl-1: El gen Mcl-1 (Mieloid cell leukemia-1), descubierto en células de la
leucemia mieloblastica, funciona de manera similar a bcl-2 bloqueando la apoptosis en
células hematopoyéticas mas diferenciadas. Este gen codifica una proteina de 37 KDa
que tiene una homologia significativa con bcl-2, pero al contrario que ésta su expresion
es mayor en las células mas diferenciadas de epidermis, intestino, colon, prostata,
nasofaringe y via aérea superior. Por tanto es posible que ambos desempefien funciones

diferentes en la regulacion in vivo de la apoptosis (Krajewski y cols., 1995).

Los miembros de la familia pueden formar homo o heterodimeros,
antagonizando o potenciando sus funciones (ver figura 4); de esta forma, la proporcion
entre inhibidores y activadores existente en la célula puede determinar el destino de
dicha célula (Kanzler y Galle, 2000). Por ejemplo, cuando bax aparece como un
homodimero aumenta la sensibilidad de las células ante el estimulo apoptdtico, sin

embargo, si forma heterodimeros con proteinas antiapoptoticas acttia protegiendo a la
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célula de la apoptosis. Por otro lado bad puede formar heterodimeros con las moléculas
antiapoptoticas, permitiendo a bax aumentar su funcion proapoptotica (Yin y cols.,
1997). Pese a todo, las proteinas de esta familia del grupo Mtd tienen un impacto
citotoxico e incluso ante la presencia de inhibidores de caspasas las proteinas bax o bax-
like conducen a la muerte celular, por permeabilidad mitocondrial, formando canales
ionicos en su membrana y facilitando asi la liberacion de factores apoptogénicos

mitocondriales (Shimizu y cols., 1999).

A A Figura 4. Consecuencias de las reacciones

de homo y heterodimerizacion de las
proteinas de la familia Bcl-2. E/ dimero
Bax/Bax provoca la apoptosis mientras que
Bcl2 || los heterodimeros Bcl-x;/Bax y Bcl-2/ Bax

protegen a la célula de la muerte celular. La

proteina Bad aparece para anular la
actividad antiapoptotica de Bcl-x; y Bcl-2,
@ uniéndose a ellas y desplazandolas de Bax,

@ lo que permite un aumento del homodimero
Bax/Bax.

Muerte celular

2.4.3. Activacion de factores de transcripcion anti-apoptoticos.

Los factores de transcripcion son proteinas reguladoras que se unen a lugares
especificos del DNA y modulan la expresion de genes. Existen factores de transcripcion
pro- y antiapoptdticos que activan o reprimen la transcripcion de genes implicados en la

apoptosis.

e Gen supresor tumoral p53: El gen p53 es un regulador fundamental en el
normal crecimiento y la homeostasis de las células y tejidos (Lane, 1992). El gen p53
fue identificado y descrito por vez primera en 1979, en las células transformadas por el
virus SV40, formando un complejo son el antigeno T, el producto proteico de dicho

virus. Dado que dicho antigeno es necesario para mantener el fenotipo transformado, se

24



INTRODUCCION

sugirid que esta interaccion era importante para la transformacion y por ello,
inicialmente se pensd que perteneceria a los oncogenes y actuaba como acelerador del
ciclo celular (Tan y cols., 1986). Diez afios después se mostré que todos los clones
obtenidos eran formas mutantes de p53 y se plante6 que éste fuera un gen supresor
tumoral que regularia el ciclo celular. Esta hipotesis se reforzd al evidenciarse que la
expresion de clones de p53 salvaje suprimia la transformacion de células en cultivo
activadas por oncogenes; por ello, y por el hecho de la frecuente deleccion de la zona
del gen en varios tumores, se llegd a la conclusion de que pS3 era, efectivamente, un
supresor tumoral. No obstante puede comportarse como un oncogén en algunas formas

mutantes (Batsakis y ElI-Naggar, 1995).

El gen p53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17 p13), estd constituido
por 11 exones dentro de un dominio cromosdémico de 20Kb. En condiciones normales
actia como “guardian del genoma” ya que previene la proliferacion de células que
presentan un DNA danado. Esta funcion es realizada por la proteina p53, una
fosfoproteina nuclear de 53 KDa, constituida por 393 aminoacidos. Contiene tres
dominios con funciones diferentes: la regiéon N-terminal controla la transactivacion
transcripcional, mientras que la region carboxi-terminal controla la oligomerizacion,
modulando la unién de los tetrameros al DNA (Kern y cols., 1991). La mutacion a este
nivel puede modificar la localizacion de la proteina del nucleo al citoplasma
(Marchenko y cols., 2000). Ademads, dentro de la region C-terminal, existe otra zona
adicional que regula el cambio de la forma latente a la forma activa de la proteina,
permitiendo asi su union con secuencias especificas (Jayaraman y Prives, 1995). Por
ultimo, el dominio central es la regién por la que se une la proteina como tetramero, a
las secuencias dianas de los genes en el DNA; esta zona esta muy conservada entre las
especies y es donde se encuentran la mayoria de las mutaciones en tumores humanos
(Prives y Hall, 1999). Dichas mutaciones interfieren con el plegamiento tridimensional
de la proteina y por lo tanto, con la interaccion en el DNA, evitando asi la activacion

transcripcional de genes diana (Vogelstein y Kinzler, 1992).

Es importante la degradacion de p53, se trata de un proceso proteolitico ATP-
dependiente, mediado por ubiquitina y la proteina MDM-2 (Murine double minute) que
estimula la union de la ubiquitina al extremo carboxi-terminal de p53 (Haupt y cols.,

1997). El oncogen MDM2 codifica una proteina de 90KDa que forma un complejo
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estable con el p53, inhibiendo su union secuencia-especifica al DNA y favoreciendo la
salida de p53 del nucleo al citoplasma (Momand y cols., 2000). Ademas, le incumbe
mediar la ubiquitinizaciéon de la proteina p53 y permitir que el proteosoma la reconozca
y degrade. Por ello, la sobreexpresion de MDM2 inhibe la capacidad de p53 para
estimular la expresion de determinados genes dianas importantes en su funcién como
supresor tumoral (Kubbutat y cols., 1997). La proteina MDM2, inducida por p53, se
ubiquitina a si misma y regula su propia estabilidad. Pero en la regulacion de la funcion
de MDM2 interviene también la proteina p19**F; ésta forma un complejo ternario con
MDM2 y p53 inhibiendo la ubiquitinizacioén y degradacion de p53 mediada por MDM?2

(Kamijo y cols., 1998).

Existen tres mecanismos independientes que activan a la proteina p53 (Vogelstein y
cols., 2000). Todos ellos actian inhibiendo la degradacion de la proteina p353,
estabilizandola a altas concentraciones lo que favorece que ejerza su funcion sobre el
DNA danado, como un tetramero que estimulara la expresion de los genes adyacentes,
con el fin de reparar el dano gendomico (Hansen y Oren, 1997). Los mecanismos de
activacion son:

1) La primera via se produce por dano en el DNA, como el que pueden causar las
radiaciones ionizantes. Las proteinas de vigilancia o “checkpoint” detectan el dafio
producido y retrasan el progreso del ciclo celular, permitiendo asi la reparacion del
dano. Entre estas proteinas de vigilancia encontramos la ATM que es estimulada por
roturas en la doble cadena, ChK1, ChK2 y la protein-quinasa DNA-dependiente. Todas
ellas ejercen su funcidn fosforilando al p53 en residuos del dominio amino terminal, que
estan cerca de los sitios de union de las proteinas MDM2, lo que favorece la

estabilizacion de p53 (Moll y cols., 1996).

i) La segunda via es inducida por multiples farmacos quimioterapéuticos, luz
ultravioleta e inhibidores de la protein-quinasa, y se caracteriza por estar involucrada la

proteina ATR y la casein-quinasa II.

ii1) La altima ruta de activacion se produce por sefales de crecimiento aberrantes, como
las producidas por la expresion de los oncogenes Ras o Myc, en ausencia del dafio al

ARF
4

DNA. Estos oncogenes estimulan la transcripcion del gen pl o la estabilizacion de

la proteina que, a su vez, se une a MDM2 inhibiendo su funcion.

26



INTRODUCCION

La proteina p53 act@ia sobre numerosos genes; podemos clasificarlos en cuatro
categorias:

1) Genes involucrados en la inhibicién del ciclo celular: La proteina p53 se une a

secuencias especificas del DNA, inhibiendo la transcripcion de genes reguladores del
ciclo celular. Estos genes ejercen un control negativo paralizando el ciclo celular en G1
y bloqueando la entrada en fase S, la fase de sintesis del DNA (Agarwal y cols., 1998).
Uno de estos genes es el p21WAF1/ "1 "un potente inhibidor de las quinasas dependientes
de ciclinas (CDKSs) que junto con las ciclinas son responsables de la inactivacion de la
proteina del retinoblastoma (Rb) durante las fases G1 y G2 del ciclo celular (El-Deiry y
cols., 1993; Cox, 1997). Otra proteina involucrada en el control del ciclo es GADDA45
(Growth arrest and DNA damage) que se une a PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen) (Wang, 1999). Con esta interrupcion del ciclo se permite a los mecanismos

reparadores celulares actuar antes de la replicacion del DNA.

11) Genes de la apoptosis: El p53 ejerce un papel crucial en la induccién de la apoptosis

en respuesta a un dafio en el DNA. Si el dafio es extenso e irreparable entonces el p53
activa los mecanismos de apoptosis, para evitar la proliferacion de células que han
sufrido la mutacion (Evan y Littlewood, 1998). La transcripcion del gen Bax es activada
directamente por la proteina p53. Los genes NOXA y pS3AIP1 también son activados
directamente por p53 vy, al igual que Bax, sus proteinas a nivel mitocondrial tienen una
accion inductora de la apoptosis (Oda y cols., 2000). Entre otros mediadores de la
apoptosis inducida por p53 encontramos proteinas similares a los receptores de
apoptosis TNF y Fas, como la PIDD (Lin y cols., 2000). La proteina p53 también puede
actuar directamente sobre la mitocondria, produciendo un exceso de tdxicos con

potencial redox, sin inducir la translocacion de Bax.

ii1) Genes implicados en la estabilidad gendmica: Al inactivarse los genes de reparacion

del DNA se produce inestabilidad genomica pero la proteina p53 compensa dicho efecto
al regular la expresion de genes implicados en los mecanismos de reparacion y
recombinacion (Wahl y cols. 1997). p53 controla también la induccién de genes como
el de la ribonucledtido reductasa (RNR), implicada en las respuestas celulares al dafio
en el DNA, ya que cataliza la sintesis de los desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs)

requeridos para la sintesis del DNA (Lozano y Elledge, 2000; Tanaka, 2000).
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iv) Inhibiciéon de la angiogénesis: El p53 estimula la expresion de genes como la

trombospondina, que previenen la formacion de nuevos vasos. La angiogénesis es un

paso critico y precoz en el desarrollo de los tumores primarios (Hendrix, 2000).

El p53 parece tener una funcion pivote en la carcinogénesis humana, ya que se
encuentra mutado en mas del 50% de los tumores (Hollstein y cols., 1991). La
inactivacion de p53 puede ocurrir a través de varios mecanismos, incluida la pérdida de
alelos, delecciones, inserciones o mutaciones puntuales, la mayoria de las cuales
responden a la sustitucion de una base en la secuencia codificante de p53, con lo que
cambia un aminoacido en el dominio central, lo que conduce a un cambio
conformacional y de estabilizacion de la proteina translocada. El polimorfismo mas
frecuentemente encontrado en las neoplasias humanas se localiza en el codon 72 y
resulta en una sustitucion de prolina por arginina (Ahuja y cols., 1990). Sin embargo los
tumores pueden tener diferentes patrones de cambios de bases en el DNA, dependiendo
de si los cambios gendmicos ocurren espontaneamente o bien son por carcindgenos
exogenos. Por ejemplo, en los tumores de piel los rayos ultravioleta producen la
sustitucion de bases CC por TT (Ziegler y cols., 1994). Asimismo la inactivacion del
gen también puede producirse porque la proteina transcrita es silenciada por
formaciones complejas, bien por interaccion con productos viricos, como el antigeno T
SV40, la proteina adenovirus E1b o la proteina E6 del HPV de alto riesgo, o bien por
interaccion con otras proteinas celulares como MDM2 (Midgley y Lane, 1997). En
cualquier caso, la inactivacion de p53 conduce a una reduccion de los niveles de
p21WAF1/ CIP1 " a la fosforilacién del producto genético de Rb y a la progresion del ciclo

celular de la fase G1 a la fase S (Ohki y cols., 2000).

e Factores de crecimiento: Los factores de crecimiento evitan la apoptosis ya que
la activacion de sus receptores activa a la quinasa Akt que, a su vez, fosforila la proteina
proapoptotica Bad. El Bad fosforilado permanece inactivo en el citosol y no interfiere

con las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2 (Brunet y cols., 1999).

e Receptores apoptoéticos: Los receptores TNFR1 y TNFR2 son capaces de
activar factores transcripcionales que favorecen la supervivencia celular, siendo el mas
importante el NF-kB. El dominio citosodlico del receptor TNFR activado se une a una

familia de proteinas citosélicas que activan al gen NF-kB que favorece la produccion de
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moléculas antiapoptoticas, inhibiendo la activacion de la procaspasa 9 (Baker y Reddy,

1998).

e Proteinas myc y ras: Las proteinas myc y ras presentan una dualidad
supervivencia-apoptosis. El gen c-myc es un elemento importante en el control de la
proliferacion celular. La sobreexpresion de c-myc puede inducir bien proliferacion o
bien apoptosis (Amati y cols., 1993) y la decision celular entre estas dos respuestas esté
determinada por otras sefales; por ejemplo, en ausencia de factores de crecimiento,
oxigeno o ante determinados factores citotoxicos, c-myc podria secuestrar un hipotético
factor proapoptotico conocido como Saf (supressor of apoptosis by Fas) favoreciendo
asi la apoptosis (Green, 1997). Ademas es capaz de activar la via apoptotica de p53
(Green, 1998b). Por tanto el efecto de c-myc, como el de p53, esta en funcion del tipo
celular y de estimulos especificos y no es necesario para todas las formas de apoptosis.
La induccién de la apoptosis por ras es independiente de p53 y se produce mediante la
activacion de factores de transcripcion especificos (c-Jun) que pueden ser suprimidos, a

su vez, por la activacion del NF-kB (Mayo y cols., 1997).

2.4.4. Inhibicién de las caspasas.

Las caspasas son las Unicas proteasas que no se encuentran
compertamentalizadas en la célula; debido a sus efectos catastroficos sobre el
microambiente celular es crucial que la activacion y la actividad de las caspasas estén
estrechamente reguladas. Este proceso esta controlado por varios mecanismos, como la
localizaciéon subcelular, la regulacion de los niveles de procaspasas (por ejemplo el
factor de transcripcion Statl regula la expresion de las procaspasas 1, 2 y3) o, mas
probablemente, por la actividad de una familia de inhibidores de las caspasas: los

inhibidores de las proteinas apoptoticas (IAP) (Richter y Duckett, 2000).

Las IAPs se identificaron por primera vez en baculovirus y después se vid que
estan conservadas evolutivamente en multiples especies (Holcik y cols., 2001).
Presentan dos dominios importantes: el BIR (Baculovirus inhibitor of apoptosis repeat)
y el RING Zn “finger”, implicados en la interaccion con el DNA. La expresion de las
cIAPs 1 y 2 esté regulada por el factor de transcripciéon NF-«kB y su funcion es inhibir la

activacion de la procaspasa 9. Otras IAPs, como la XIAP y la survivina, inhiben la
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activacion de las procaspasas 3, 7 y 9. Ademas de bloquear la activacion/ actividad de
las caspasas esta familia de proteinas IAP puede tener un papel en la eliminacion de las
caspasas via su ubiquitinizacion y degradacion mediada por el proteosoma (Huang y

cols., 2000).

La regulacion de las caspasas por la familia de proteinas IAP se ve complicada
por una interesante observacion en Drosophila melanogaster donde siete uUnicas
caspasas y al menos dos IAPs, DIAP1 y DIAP2, han sido identificadas (Doumanis y
cols., 2001). En este sistema se ha visto que una de las dos caspasas identificadas
recientemente (STRICA) esta fuertemente asociada a DIAP2, lo que sugiere una unica
funcion celular para esta caspasa y este complejo. Este tipo de asociacion inusual
también se ha observado de una forma ligeramente diferente en otra proteina, survivina,
que parece funcionar como una proteina antiapoptdtica. La survivina es una proteina
nuclear que se expresa en el limite G,/ M donde controla la citoquinesis. En el nticleo

1WAF1/CIP1

esta proteina se asocia con caspasa-3 y p2 (Cdk1) en los centromeros. Tras la

ruptura de este complejo trimérico se activa la caspasa-3 que rompe p21WAF1/ CIPl

y otras
dianas. También se sabe que la survivina interacciona con la caspasa-9 en el nucleo,
donde existe en un estado fosforilado mantenido por p34“"*/ciclina B. Tras la
defosforilacion, el complejo se disocia y la caspasa-9 es activada para iniciar la

apoptosis (O’Connor y cols., 2000).

Esta ultima observacion nos conduce a preguntas mas interesantes como (Cual
es la relacion entre la apoptosis y el ciclo celular? ;Por qué se encuentran las caspasas
formando complejos con reguladores clave del ciclo celular? Estd ampliamente
aceptado que la apoptosis y el ciclo celular son procesos complementarios, cada uno
alerta frente defectos o fallos del otro. Esto es particularmente evidente en la estrecha
relacion entre la regulacion de la expresion de bax por pS3 y la observacion de que Rb
es un substrato para las caspasas, asi como MDM2 y p21WAF1/ “IP1 Por tanto todo parece
indicar que las caspasas participan no so6lo en la respuesta apoptoética sino también estan

directamente implicadas en la regulacion del ciclo celular (Los y cols., 2001).
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2.5. Mecanismos amplificadores de la apoptosis.

Cuando una célula entra en apoptosis se produce una amplificacion local y
propagacion del estimulo apoptotico a las células vecinas. Los mecanismos por los que
las células vecinas podrian verse afectadas parecen implicar la via de la quinasa Akt: si
faltan factores de crecimiento la citada via deja de funcionar y el factor FKHR-1 sin
fosforilar se transloca al nucleo activando la transcripcion de factores proapoptoticos

como Bax, TNF y FasL (Earnshaw, 1999).

Otra via implica a la proteina proapoptética Bid, que actia creando un circuito
amplificador entre la via Fas y la mitocondrial. La activacion de la procasasa 8 transloca
Bid hasta la mitocondria, donde libera el cocktail de factores letales como el citocromo-

¢, que amplifica la sefial apoptdtica utilizando la via mitocondrial (Chou y cols., 1999).

2.6. Significado fisioldgico y patologico de la apoptosis.

La apoptosis es responsable de numerosos acontecimientos fisiologicos y
patologicos incluyendo los siguientes:

1. Destruccion programada de las células durante la embriogénesis, desde la
implantacién pasando por la organogénesis e involucion del desarrollo hasta la
metamorfosis. Los espacios interdigitales, los 6rganos huecos y la muerte del
epitelio redundante en la fisura palatina son algunos ejemplos de la apoptosis
durante el desarrollo (Duke y cols., 1996).

2. Involucion dependiente de hormonas en el adulto como por ejemplo: destruccion
de células endometriales durante el ciclo menstrual (Arends, 1999), la atresia
folicular y regresion del cuerpo luteo del ovario (Thomas y cols., 1978) y la
regresion de la mama tras la lactancia (Strange y cols., 1992).

3. Muerte celular inducida por células T citotoxicas, como en la reaccién
inmunitaria celular (McCarthy y cols., 1992).

4. Muerte de las células inmunitarias, tanto linfocitos T como B, tras la deplecion
de citocinas (Schmid y cols., 1986), ademas de la delecion de células T

autorreactivas en el desarrollo del timo.
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5. Delecidn celular en la proliferacion de poblaciones celulares, como por ejemplo
el epitelio de la cripta intestinal (Potten, 1992) o células de la epidermis.

6. Lesiones celulares producidas en enfermedades virales, como es el caso de las
hepatitis viricas.

7. Muerte celular en tumores, con mds frecuencia durante la regresion, pero
también en tumores con crecimiento celular activo (Wyllie, 1992).

8. Atrofia patologica de los organos parenquimatosos tras la obstruccion de
conductos, como el pancreas (Oates y cols., 1986), rifion (Ledda y cols., 1989) o
glandulas salivares.

9. Atrofia patologica de tejidos hormona-dependientes, como la atrofia prostatica
después de la castracion (Kerr y Searle, 1973) y la pérdida de linfocitos en el
timo tras la administracion de glucocorticoides (Wyllie, 1980).

10. Muerte celular por estimulos nocivos que son capaces de producir necrosis, pero
administrados a dosis bajas inducen apoptosis. Entre estos estimulos se incluyen
lesion térmica leve, farmacos citotoxicos (Kerr y cols., 1994) e hipoxia (Wyllie

y cols., 1987).

3. EL OXIDO NIiTRICO COMO REGULADOR DE LA APOPTOSIS.

3.1. Sintesis del 6xido nitrico.

El 6xido nitrico (NO), es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina por una
familia de NO sintasas (NOS) (EC 1.14.13.39); ademas del substrato L-arginina, la
reaccion catalizada por NOS requiere oxigeno molecular, NADPH y otros cofactores
como tetrahidrobiopterina, FMN, FAD y el grupo hemo para producir NO vy citrulina
(Marletta, 1994). Existen tres isoformas de la enzima NOS: neuronal (nNOS o NOS-1),
inducible (iNOS o NOS-2) y endotelial (eNOS o NOS-3) (Ignarro y cols., 1987,
Nathan, 1992); cada una de ellas esta codificada por un gen distinto y difieren en sus
propiedades inmunologicas, moleculares y cataliticas, en su distribucion celular, en su
regulacion y en la sensibilidad frente a los distintos inhibidores. Tanto la eNOS como la
nNOS se consideran constitutivas, estan reguladas por fosforilacion, son

calcio/calmodulina-dependientes y generan el NO implicado en la sefializacion celular.
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Por el contrario iNOS, que se expresa en numerosas células incluyendo macrofagos y
hepatocitos, produce elevadas cantidades de NO durante reacciones inmunologicas o
inflamatorias cuando existe un dafio tisular (Moncada y cols., 1991; Jun y cols., 1994).
El NO también puede sintetizarse por mecanismos NOS-independientes a partir de
nitratos o nitritos, aunque parece ser que en mamiferos el nitrato es un producto inerte y
unicamente el nitrito podria considerarse como una fuente importante de NO en células
y tejidos. Asi, en tejidos isquémicos, como el corazdn, se ha visto que el nitrito es una
fuente de NO (Zweier y cols., 1999) y parece ser que la enzima que cataliza esta
reaccion en condiciones de hipoxia es la xantina oxidasa (Godber y cols., 2000; Millar y

cols., 2002).

3.1.1. Papel del NO en la glandula mamaria.

Durante la lactogénesis, en el tejido mamario se produce una proliferacion de los
ductos mamarios y un aumento tanto del tamafio como de la actividad de las células
alveolares mioepiteliales encargadas de secretar la leche. Estas fases estan reguladas,
como ya se ha comentado anteriormente, por hormonas y factores de crecimiento
autocrinos como el EGF y la prolactina. Estudios previos han demostrado la existencia
de las tres isoformas de NOS en la glandula mamaria de rata (Onoda e Inano, 1998),
localizdndose eNOS en el endotelio de los vasos sanguineos que riegan el tejido
mamario (Inano y Onoda, 2003) y en el endotelio de los conductos lactiferos; ademas
tanto eNOS como iNOS estan presentes en la membrana basal del epitelio mamario
(compuesta de células mioepiteliales que forman los alvéolos y los conductos lactiferos)
y nNOS se encuentra en las células que componen los acini asi como en las células

musculares y las células que conforman las glandulas sebaceas (lizuka y cols., 1998).

El papel fisioldgico de la produccion de NO en este tejido no estd determinado,
pero esta molécula podria influir indirectamente en el desarrollo de la glandula mamaria
ya que en los drganos endocrinos la liberacion hormonal podria verse regulada por el
NO, por ejemplo, niveles elevados de NO producido por iNOS en la hipéfisis anterior
pueden atenuar la liberacion de prolactina y de GH (Vankelecom y cols., 1997).
Ademas algunos estudios han demostrado que la produccion de NO por parte de las

NOS esta asociada con la secrecion salivar (Bodis y Haregewoin, 1993) y hepatobiliar
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(Mascolo y cols., 1994) por lo que el NO también podria desempefniar un papel en la

secrecion de leche en la glandula mamaria.

Por otro lado, la involucion de la glandula mamaria tras la lactancia es un
proceso en el que se produce una remodelacion del tejido, caracterizada por una muerte
celular programada de las células epiteliales secretoras. El inicio de esta involucion
irreversible coincide con un descenso en los niveles de hormonas sistémicas y un
aumento de las proteasas que degradan la matriz extracelular y la membrana basal. La
produccion de NO puede jugar un papel importante en el proceso apoptodtico ya que

media la expresion de proto-oncoproteinas como c-myc y p53.

Otro posible papel del NO en la glandula mamaria vendria determinado por su
actividad citotoxica. En la rata, los niveles de mRNA de la xantina oxidasa, asi como su
actividad son relativamente bajos hasta el final de la gestacion. En el momento del parto
los niveles aumentan y se mantienen elevados hasta 10 dias después de separar a las
crias de la madre, tras lo cual vuelven a los valores iniciales, previos a la gestacion. La
leche es pues una fuente de xantina oxidasa que podria producir tanto ROS como RNS
de modo que, en presencia de organismos infecciosos, el peroxinitrito formado podria
causar una disminucion en la viabilidad de estos microorganismos. Podriamos
considerar por tanto que la produccion de NO durante la lactancia por la xantina oxidasa
secretada en la leche presenta una funcidon antibacteriana ayudando a mantener la

integridad de la mucosa géstrica (Benjamin y cols., 1994; Millar y cols., 2002).

3.2. Funciones del NO

El NO es una molécula de pequefio tamafio, que difunde facilmente a través de
medios acuosos y de las membranas, y es altamente reactiva (t;» = 5s), por lo esta
implicada en numerosos procesos fisiolégicos y patologicos. Las actividades bioldgicas
del NO pueden dividirse segun sigan mecanismos cGMP-dependientes o independientes
(Schmidt y cols., 1993; Schmidt y Walter, 1994). Si bien el NO puede mediar en las
funciones celulares a través de modificaciones postraduccionales de las proteinas directa
(e.g. nitrosilaciéon y nitracién) e indirectamente (e.g. metilacion y ribosilacion), la

principal via de sefializacion fisioldgica del NO es la activacion de la guanilato ciclasa,
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al unirse al grupo hemo de la misma. Esta unién induce un cambio conformacional en la
enzima que aumenta su actividad catalitica favoreciendo la formacién de GMP ciclico
(cGMP) a partir de GTP. Este segundo mensajero actua sobre protein-kinasas con la
consiguiente fosforilacion de proteinas (Schmidt, 1992), mediando asi las acciones
fisiologicas del NO entre las que destacan la vasodilatacion, la inhibiciéon de la
agregacion plaquetaria y de la activacion de globulos blancos, neurotransmision central
y periférica y modulacion inmunologica (Moncada y cols., 1991; Alderton y cols.,
2001). Sin embargo, los mecanismos por los que el NO ejerce sus acciones citostaticas o
citotoxicas no estan totalmente elucidados. Se han propuesto numerosos mecanismos
diferentes por los que se induciria la muerte celular por el NO, entre ellos destacan: 1)
acumulacion de p53 por dafio al DNA lo que conduciria a apoptosis, ii) activacion de la
poli(ADP)-ribosa polimerasa (PARP) que produciria una depleciéon de NADH y ATP y
necrosis celular, iii) liberaciéon de glutamato y excitotoxicidad y iv) dafio oxidativo
debido a la inhibicion de la catalasa, deplecion de glutation, liberacion de hierro y

produccion de peroxinitrito (Murphy, 1999).

El NO puede originar derivados mas reactivos, denominados comuinmente
especies reactivas de nitrogeno (RNS). A altas concentraciones, el NO reacciona
directamente con oxigeno para producir didxido de nitrégeno (NO,), que a su vez
reacciona con otra molécula de NO generando triéxido de dinitrogeno (N,Os). E1 NO,
puede oxidar o nitrar (esto es, afiadir un grupo NO,") a una gran variedad de moléculas,
mientras que el N,O3 produce la nitrosilacién (adicion de un grupo NO") de aminas o
tioles; los S-nitrosotioles generados (RSNO) pueden alterar la funcion proteica y liberar
el NO o transferir el NO" a otro tiol. EI NO también reacciona con el anién superdxido
(Oy) produciendo peroxinitrito (ONOQO") que puede oxidar o nitrar otras moléculas o
bien puede reaccionar y producir otras especies altamente reactivas como el radical

hidroxilo OH y NO, (Brown y Borutaite, 2001).
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Figura 5. Reacciones del NO cuando se encuentra a altas concentraciones.
Formacion de especies mads reactivas que seran, en ultima instancia las responsables de

las patologias generadas por el NO.

3.3. E1 NO como molécula pro- vy antiapoptotica.

La homeostasis del organismo se mantiene debido a un delicado equilibrio entre
la proliferacion y la muerte celular; las alteraciones en este equilibrio pueden contribuir
a la patogénesis de numerosas enfermedades humanas. El NO puede alterar este
equilibrio ya que previene o induce la apoptosis. Por ejemplo, la apoptosis mediada por
NO puede disminuir la funciéon de un determinado 6rgano, causando enfermedades
como aterosclerosis, esclerosis amiotrofica lateral y desérdenes neurodegenerativos. Por
otro lado, la producciéon de cantidades fisiologicas de NO inhiben la muerte celular por
apoptosis, previniendo el desarrollo de enfermedades como fallo hepatico en sepsis,
apoptosis de las células endoteliales y muerte de células neuronales inducida por
hipoxia. No obstante, el efecto antiapoptdtico del NO en células con el DNA dafado,
que deberian morir por apoptosis, contribuye a la supervivencia celular lo que podria
desencadenar un céancer. Por tanto, la regulacion de la produccion de NO es importante

para el mantenimiento del equilibrio interno.
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3.3.1. El NO como inductor proapoptotico.

Elevadas concentraciones de NO o de peroxinitrito (ONOQO") inducen muerte
celular por apoptosis en numerosos tipos celulares (Chung y cols., 2001), entre los que
se incluyen macrdéfagos (Messmer y cols., 1996), timocitos (Fehsel y cols., 1995),
islotes pancreaticos (McDaniel y cols., 1997) y células tumorales (Cui y cols., 1994). La
mayoria de los efectos proapoptoticos del NO en estas células parecen ser
independientes de cGMP. Los factores que influyen en la sensibilidad especifica de
cada tipo de célula a la apoptosis mediada por el NO estan relacionados con el estado
redox y los complejos con metales de transicion en las células (Kim y cols., 2000) y con
la expresion de determinados genes de supervivencia (Kim y cols., 1997a). Por lo tanto,

el nivel umbral de NO que desencadena la apoptosis difiere de una célula a otra.

1- Activacién de la via mitocondrial.

El NO o sus derivados ejercen tres acciones directas sobre las mitocondrias que
influyen en la muerte celular: 1) inhiben la respiracion mitocondrial, ii) estimulan la
produccion de superdxido, peroxido de hidroégeno y peroxinitrito y iii) inducen la
apertura del poro de permeabilidad transitoria. E1 NO puede inducir directamente la
liberacion de citocromo ¢ a través de la pérdida de potencial de membrana mitocondrial

y este citocromo c citosélico activara la cascada apoptdtica dependiente de caspasas.

El NO se une a la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV) en la cadena de transporte
electronico mitocondrial inhibiendo el flujo de electrones y con ello es capaz de inhibir
rapida, potente y eficazmente la respiracion mitocondrial (Poderoso y cols., 1996;
Moncada y Erusalimsky, 2002); a su vez las RNS producen una inhibicion no selectiva
pero irreversible de numerosos componentes mitocondriales, entre ellos el complejo I,
aconitasa y el complejo II (Cassina y Radi, 1996; Clementi y cols., 1998). En estas
condiciones se generan iones superoxido en la mitocondria, favoreciendo la formacion
de otras especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrogeno (RNS) que producen una
deplecion del pool de GSH (Clementi y cols., 1998) y formacion de peroxinitrito. Esta
situaciéon induce una disfunciéon mitocondrial, facilitando la induccién del poro de
permeabilidad transitoria, que produce en ultima instancia una rotura de la membrana
mitocondrial externa y liberacion de citocromo ¢ (Borutaite y cols., 2000). De hecho, el

peroxinitrito induce muerte celular por apoptosis en timocitos (Salgo y cols., 1995),
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células neuronales (Bonfoco y cols., 1995) y células tumorales (Lin y cols., 1995). Es
probable que el efecto del NO sobre la liberacion de citocromo ¢ dependa del potencial
redox intracelular y de los niveles de las moléculas diana, como son hierro, glutation y

superoxido.

2- Activacion de la ruta de senalizacidn de las caspasas via p53.

El NO puede causar dafio al DNA por alguno de los siguientes mecanismos: 1)
modificacion directa del DNA o ruptura de la hebra de DNA por el NO o intermediarios
de las reacciones redox, ii) inhibicion de los sistemas requeridos para reparar el DNA,
iii) formacion de especies intermediarias mas toxicas que el NO, como el peroxinitrito
que se produce de la reaccion de NO con O, y iv) formacién de nitrosaminas, que son

carcinogénicas (Wink y cols., 1998).

Los efectos citotoxicos del NO y del peroxinitrito son debidos al dafio que se
produce al DNA, que induce una acumulacion de p53 (Messner y Brune, 1996). Esta
acumulacion de p53 mediada por NO favorece la detencion del ciclo celular debido a un
incremento de p21 (Moncada y Erusalimsky, 2002) o bien la apoptosis al aumentar el
cociente Bax/ Bcl-x;, facilitando la liberacion de citocromo ¢ y la activacion de las
caspasas. Los mecanismos moleculares no estan del todo elucidados pero parece ser que
el NO produce un descenso en los niveles de la proteina Mdm2, que se corresponde con
una reduccion en la ubiquitinizacion de p53, por lo que éste no es degradado y se

acumula en la célula (Wang y cols., 2002).

No obstante, también existen vias de sefializacion independientes de p53 en la
apoptosis mediada por NO de modo que se produce la liberacion directa de citocromo ¢
o se ve implicada la ruta de las MAPK (Mitogen activated protein kinases), como se ha

observado en células U937 que no expresan p53 (Messmer y Brune, 1996).

3- Activacion de JNK/ SAPK y p38 kinasa.
El NO activa la JNK/ SAPK (c-Jun N-terminal kinase/ stress-activated protein

kinase) dentro del grupo de las MAPK, e induce muerte celular por apoptosis activando
ademas la p38 MAPK y la caspasa-3 (Jun y cols., 1994; So y cols, 1998). Se ha
demostrado que la activacion por NO de la p38 MAPK favorece la traslocacion de Bax

a la mitocondria, causando muerte celular por apoptosis (Ghatan y cols., 2000).
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4- Apoptosis por generacion de ceramida mediada por NO.

Las sustancias donantes de NO aumentan los niveles de ceramida al aumentar la
actividad de la esfingomielinasa neutra dependiente de magnesio y la actividad de la
caspasa-3 en la linea celular HL-60 (Takeda y cols., 1999). La formacion de ceramida
puede inducir numerosas vias de sefalizacion apoptotica, incluyendo la liberacion del
citocromo ¢ mitocondrial al citosol, la activacion de las caspasas -9 y -3, la activacion
de JNK/ SAPK (Verheij y cols. 1996), la inhibicion de la protein-kinasa B (PKB/Akt)
(Schubert y cols., 2000) y la supresion de la expresion de Bel-2 (Di Nardo y cols.,
2000).

3.3.2. El NO como modulador antiapoptotico.

El NO puede proteger determinadas células de la apoptosis inducida por
distintos tipos de estimulos como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el estrés
oxidativo (Kim y cols., 1995). El mecanismo bioquimico por el que el NO puede
contribuir a mantener la viabilidad celular depende del tipo celular, la cantidad de NO
liberada y el estado de activacion de la célula; existiendo multiples rutas de sefializacion

implicadas.

1- Inhibicion de la sefializacion apoptoética por la via NO/ cGMP.

La via de NO/ ¢cGMP puede prevenir la apoptosis en hepatocitos (Kim y cols.
1997b); los efectos antiapoptoticos del NO estan asociados a la produccion de cGMP
que suprime la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial (Kim y cols.,, 1995), la
generacion de ceramida (De Nadai y cols., 2000) y la activacion de las caspasas (Kim y
cols. 1997b). Ademas tanto el NO como el cGMP protegen a los linfocitos B esplénicos
de la muerte celular programada al aumentar los niveles de expresion de Bcl-2 (Genaro
y cols., 1995) y la activacion de PKB/ Akt (Li y cols., 2000) que induce la fosforilacion
de Bad y de la procaspasa-9 asi como la expresion de genes citoprotectores a través de

la activacion de NF-«xB.

2- Inhibicion de la actividad de las caspasas por S-nitrosilacién.

Como ya se ha comentado anteriormente, las caspasas son una familia de cistein-
proteasas que juegan un papel esencial en la cascada de sefializacién apoptotica. Existen

14 isoformas y todas ellas presentan un residuo de cisteina en el sitio catalitico de la
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enzima; este grupo tiol es susceptible de sufrir modificaciones redox y puede sufrir S-
nitrosilaciéon en presencia de NO. Esta modificacion redox supone una inhibicion
reversible del enzima por el NO (Li y cols., 1997b), como se ha observado in vivo tanto
en la caspasa-3 como en las caspasas-1 y -9 (Torok y cols., 2002). Al inhibir por S-
nitrosilacion la actividad de las caspasas, el NO inhibe la apoptosis en hepatocitos (Kim
y cols.,, 1997b) y en células endoteliales dado que no so6lo inhibe la activacion

proteolitica de las mismas sino que directamente suprime la actividad de las caspasas.

El NO es una molécula neutra y presenta una débil reactividad quimica con los
grupos tiol a pH neutro, si se compara con otros productos del NO altamente reactivos
como NO', el cual se genera por la pérdida de un electréon del NO. Entre los aceptores
de electrones encontramos el oxigeno molecular y los metales de transicion como hierro
y cobre, que reaccionan directamente con el NO in vivo. Las especies S-nitrosilantes
pueden generarse al interaccionar el NO con complejos hierro-sulfuro (Boese y cols.,
1995), por tanto la capacidad del NO para nitrosilar a las caspasas dependera de la
abundancia de estas moléculas y de la disponibilidad de otros grupos tiol susceptibles de

ser modificados como el glutation y la L-cisteina.

3- Regulacién de la expresion de genes antiapoptoticos por el NO.

El NO puede inducir potencialmente la expresion de numerosos genes
citoprotectores, induciendo HSP70 (heat shock protein 70) y HSP32 (hemooxigenasa),
que protegen a los hepatocitos de la apoptosis inducida por el TNFa, y el estrés
oxidativo o nitrosativo (Kim y cols., 1995; Kim y cols., 1997a; Klein y Brune, 2002).
Existen dos posibilidades que explicarian el mecanismo molecular por el que HSP70
ejerce su efecto antiapoptoético: la primera es que HSP70 inhibe la oligomerizacion de
Apaf-1 al unirse al dominio de unién a caspasas (CARD, caspase-recruitment domain)
de Apaf-1 lo que impediria la formacion del apoptosoma (Saleh y cols., 2000). El otro
posible mecanismo es que el HSP70 interviene en el transporte, mediado por
chaperonas, de precursores de proteinas a la mitocondria por lo que inhibiria la

liberacion de citocromo ¢ (Mosser y cols., 2000).

El NO también puede regular los niveles de proteinas de la familia Bcl-2. Las
sustancias donantes de NO elevan la expresion de Bcl-2 tanto a nivel del mRNA como

de la proteina y previenen la muerte celular por apoptosis (Genaro y cols., 1995).
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Ademas recientemente se ha publicado que el NO, a dosis fisioldgicas y mantenidas,
protege de la apoptosis por mecanismos que implican un aumento en los niveles de las
IAPs: cIAP-1, cIAP-2 y xIAP, disminuyendo a su vez los niveles de p53 y la

translocacion de Bax a la mitocondria

4. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL GSH.

4.1. Funciones celulares del GSH.

El glutation (GSH, y-glutamil-cisteinil-glicina) es un tripéptido no proteico
presente en practicamente todas las células animales que es sintetizado en el interior
celular a partir de los aminoacidos que lo constituyen (glutamato, cisteina y glicina);
estos aminoacidos no esenciales pueden ser sintetizados en el organismo pero también
se obtienen a partir de la dieta. Muchas de las funciones del GSH se deben a sus
especiales caracteristicas quimicas, ya que contiene un grupo tiol y un enlace y-

glutamilo que es resistente a la degradacion por las peptidasas habituales.

Probablemente el glutation sea el antioxidante celular mas importante. Su poder
reductor es utilizado para mantener los grupos tiol en las proteinas intracelulares y en
otras moléculas (Jones, 2002). Una de sus funciones, demostrada in vivo (Martensson y
Meister, 1991) es reducir el dehidroascorbato a ascorbato; ademés también mantiene el
a-tocoferol en su forma reducida y por tanto juega un importante papel en el
mantenimiento del medio reductor de las células, protegiéndolas de radicales libres,
peroxidos y otros agentes toxicos (Meister, 1994). No sélo es imprescindible por su
poder reductor, ademds también es necesario para la conversion de ribonucledtidos a
desoxirribonucleotidos (sintesis y reparacion del DNA), actia como reservorio
fisiolégico de cisteina, y estd implicado en la regulacion de la sintesis proteica,

detoxificacion de la célula, sintesis de leucotrienos, y otros mas.

Diversos estudios sobre la evolucion biologica han demostrado que existe una
estrecha correlacion entre el GSH y el metabolismo eucaridtico aerobio; en ellos se
propone que el GSH evolucion6 como molécula para proteger las células contra la

toxicidad del oxigeno (Fahey y Sundquist, 1991). El GSH es capaz de reducir, mediante
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la accion de la glutation peroxidasa, el peroxido de hidroégeno y otros peroxidos
involucrados en la iniciacion de las reacciones en cadena de los radicales libres. El par
oxidado, GSSG formado, se reduce nuevamente a GSH mediante la glutation reductasa,
lo que hace que en condiciones normales se mantenga el cociente GSH/GSSG elevado
(Meister, 1994). También actia directamente interrumpiendo reacciones en cadena,
reparando radicales oxidantes. Esto lo consigue al reaccionar con especies ROS,
altamente oxidantes, como HO’, RO" 6 ROO’, generando H,O, ROH o ROOH y GS'. El
radical GS™ es menos oxidante que los otros, sin embargo, puede reaccionar con otra
molécula de GSH via GS™ dando lugar a especies altamente reductoras como GSSG™
(GS'+ GS™ — GSSG"). El potencial altamente negativo del par GSSG/GSSG™ hace que
el GSSG™ sea una de las especies mas reductoras de los sistemas bioldgicos. Esta
especie puede reaccionar con el O, y produce O,” y GSSG, lo que hace que la
combinacion superoxido dismutasa y GSH sean fundamentales en la defensa

antioxidante celular.

La interrelacion entre los efectos de diferentes antioxidantes con las funciones
celulares del GSH es notable, ya que este tripéptido tiene una funciéon muy importante
como es mantener el poder reductor celular. La administraciéon de butionina-(S,R)
sulfoximina (BSO), un inhibidor de la y-glutamilcisteina sintetasa, produce una
deficiencia de GSH en ratas recién nacidas que se acompafia de un descenso
significativo en los valores de ascorbato en rifion, higado, cerebro y pulmones. Estas
ratas tienen una alta tasa de mortalidad, pero la administracion de dosis elevadas de
ascorbato la disminuye, los valores de ascorbato se restablecen y se ahorra GSH
(Martensson y Meister, 1991). La induccion de un déficit de GSH producido por la
administracion de BSO a ratas recién nacidas y cobayas es incompatible con la vida; sin
embargo, los ratones adultos son capaces de sobrevivir con dicha deficiencia porque
pueden sintetizar ascorbato. Esto avala la hipotesis de que una de las consecuencias del
déficit de GSH en ratones es la induccion de la sintesis de acido ascorbico en el higado
(Meister, 1994); esto no ocurre en las ratas recién nacidas ya que no se sintetiza el
ascorbato como en las adultas. En cobayas con una dieta deficitaria en ascorbato se
desarrolla el tipico escorbuto a las tres semanas de iniciarse la dieta. Sin embargo,
cuando estas cobayas con un déficit de ascorbico fueron tratadas con GSH-monoéster la
aparicion del escorbuto se retras6 de forma significativa (Méartensson y cols., 1993).

Estos estudios y los anteriormente comentados concluyen que el 4cido ascorbico ahorra
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GSH y que el GSH puede ahorrar ascorbato. Ademas el GSH también mantiene el

tocoferol en su forma reducida, de un modo directo o bien a través del ascorbato.

Las células con una concentraciéon anormalmente baja de GSH sufren un severo
estrés oxidativo que se asocia con degeneracion mitocondrial. Es interesante indicar
que el dafno severo y la muerte celular originado por el estrés oxidativo no solo se
deben a una alteracion en el metabolismo citoplasmatico y mitocondrial del glutation
sino que también estd implicada la poli ADP-ribosa polimerasa que es un enzima de

ubicacion nuclear (Sanchez-Gongora y cols. 1996).

4.2. Flujo intertisular de GSH en la rata lactante: redistribucion

especifica hacia la glandula mamaria.

El ciclo del y-glutamilo es el responsable de la sintesis y degradacion de este
tripéptido (Meister, 1973, 1994; Meister y Anderson, 1983). El GSH se sintetiza en el
higado a partir de sus aminoacidos precursores glutamato, cisteina y glicina por la
accion consecutiva de la y-glutamilcisteina sintetasa y de la GSH sintetasa (figura 7).
La primera reaccion de la sintesis que es catalizada por la y-glutamilcisteina sintetasa es
la limitante del proceso y se regula por retroalimentacion negativa por el GSH, por la
disponibilidad de L-cisteina (Meister y Anderson, 1983) y por fosforilacion/
defosforilacion (Sun y cols., 1996). La utilizacion metabolica del glutation sigue
diversas vias, entre las que se encuentran las reacciones catalizadas por las glutation S-
transferasas. El GSH es un substrato de las glutation peroxidasas que destruyen el
peroxido de hidrégeno y perdxidos orgéanicos; el glutation oxidado (GSSG) formado es
reducido a glutation (GSH) en una reaccion mediada por la GSSG reductasa y en la que
estda acoplado el par redox nicotinamida dinucledtido fosfato (NADP'/ NADPH),

actuando el NADPH como cofactor.

Una vez sintetizado, el GSH es exportado por el higado al plasma y a la bilis. El
GSH plasmatico es empleado por numerosos tejidos (rifiones, pulmones, cerebro,
glandula mamaria). El higado proporciona ~85% de la cisteina plasmatica, que sera
esencial para la sintesis de GSH en células no hepaticas. La utilizacion del GSH se

inicia extracelularmente por la accion de la y-glutamil transpeptidasa (GGT, E.C.
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2.3.2.2.) y de dipeptidasas ya que ambas enzimas se encuentran unidas al exterior de la
membrana celular. La GGT acttia sobre el glutation tanto reducido como oxidado, asi
como sobre glutation S-conjugados. La transpeptidacion ocurre en presencia de algunos
aminoacidos originando y-glutamil aminoacidos; la cisteina es el aminoacido aceptor de
este grupo y-glutamilo mas activo (Tate y Meister, 1974) pero otros aminoacidos
neutros como metionina y glutamina también son buenos aceptores. Estos y-glutamil
aminoacidos son transportados al interior celular donde pasan a ser substratos de la y-
glutamil ciclotransferasa que los transforma en 5-oxoprolina y el correspondiente
aminodcido libre. La 5-oxoprolina da glutamato en una reaccioén catalizada por la 5-

oxoprolinasa siendo ésta la etapa limitante en el ciclo del y-glutamilo.
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& Glicina
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Figura 6. Ciclo del y-glutamilo. £/ GSH sintetizado intracelularmente sale fuera de la
célula, donde es degradado por la accion consecutiva la GGT y de una dipeptidasa,
generandose y-glutamil-aminodcidos, cisteina y glicina. Estos productos pasan al

interior celular donde seran empleados para la sintesis del GSH.

Los niveles plasmaticos de GSH estan significativamente elevados cuando se
administran inhibidores de la GGT, mientras que el tratamiento con BSO, que es un
inhibidor de la y-glutamilcisteina sintetasa, produce una rapida y significativa
disminucién en los niveles plasmaticos de GSH. Estos experimentos demuestran el
elevado recambio del GSH plasmatico. De todo esto se deduce que, Unicamente

aquellos tejidos con una elevada actividad de la enzima GGT, serdn capaces de
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hidrolizar el GSH plasmatico; el tejido con mayor actividad GGT es el rifion, pero la
actividad de la GGT en la glandula mamaria aumenta de forma gradual durante la
gestacion hasta alcanzar un maximo en la lactancia, que progresivamente disminuye

conforme ésta avanza.

Este flujo intertisular de GSH tiene diferentes funciones fisiologicas y entre ellas
cabria destacar que es una manera eficiente de asegurar una disponibilidad de L-
cisteina a los tejidos periféricos: el GSH exportado interacciona con cistina y con la
GGT produciendo y-glutamilcistina que es transportada al interior de la célula y
reducida para dar cisteina y y-glutamilcisteina que seran empleadas en la sintesis
intracelular de glutation y proteinas (Cotgreave y Schuppe-Koistinen, 1994). Esto se
pone de manifiesto durante la lactancia, cuando la captacion de L-cisteina y L-cistina
por la glandula mamaria es muy baja y la sintesis de L-cisteina es este tejido no es
posible ya que carece de actividad y-cistationasa. Las necesidades de L-cisteina de la
glandula mamaria se cubren con el GSH debido a una mayor disponibilidad de éste por
el aumento de la liberacion del GSH hepatico y por el incremento del flujo sanguineo
hacia la gldndula mamaria, junto con una elevada expresion y actividad de la GGT

(Barber y cols., 1999).

) LANDULA
HIGADO /,>TTG$1TMM — ?AMAék

T T Expresion y actividad

de la y-cistationasa L- cisteina y GSH

% en leche
NEONATO P

Figura 7. Flujo intertisular de GSH total durante la lactancia. Existe un flujo
intertisular de GSH desde aquellos tejidos con una elevada tasa de expresion de la -
cistationasa a aquellos en los que la actividad de la GGT sea elevada. Este es el caso
de la glandula mamaria durante la lactancia, de modo que la disponibilidad de GSH en
este tejido es elevada y cubre las necesidades de L-cisteina, no solo para la sintesis de
GSH intracelular sino también como aminodcido presente en la leche y semi-esencial

para el neonato.
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Por tanto, se puede decir que la GGT tiene una importante funcion fisiologica en
la glandula mamaria ya que estd implicada en el transporte de varios aminoacidos al
interior celular donde servirdn para sintetizar las proteinas secretadas en la leche. En
ratones knockout para la GGT (GGT g ") se ha descrito una deficiencia crénica de GSH,
un retraso en el crecimiento y menor esperanza de vida (<20 semanas) comparados con
ratones control. Estos animales, debido a la deficiencia de la GGT, presentan unos
requerimientos de GSH en los distintos tejidos que no permiten que se mantenga el
nivel normal de GSH en higado ya que todo el GSH sintetizado es exportado. Por tanto,
el contenido de GSH mitocondrial en el higado estd disminuido en un 50% y esta
deficiencia causa severos desdrdenes metabdlicos que conducen a una muerte temprana

de los knockout homocigotos (Will y cols., 2000).

La importancia del flujo intertisular de GSH radica en el hecho de que el GSH
hepatico proporciona el 85% de la cisteina plasmatica; este tripéptido actia como
reservorio de cisteina, ya que en aquellos tejidos con una elevada actividad de la GGT
se producird la hidrélisis del GSH, liberandose el grupo y-glutamilo. Posteriormente,
por accion de dipeptidasas presentes en la membrana externa, el dipéptido restante es
digerido y la cisteina se libera al plasma de donde sera captada por los tejidos para la
sintesis intracelular de GSH. Una proporcion significativa de esta cisteina plasmatica

vuelve al higado, cerrdndose asi el ciclo del GSH.

4.3. Relacion entre los niveles de GSH mitocondrial v la apoptosis

celular.

Una fraccion sustancial del glutation intracelular se encuentra en la mitocondria;
dado que este organulo carece de los enzimas necesarios para su sintesis, el GSH
mitocondrial proviene del citosol. El GSH mitocondrial es importante para la
detoxificacion de ROS generadas por la cadena respiratoria, conjugacion de
xenobioticos, mantenimiento de proteinas con grupos tiol e incluso para la regulacion
del PTP (Will y cols., 2000). Alrededor del 2-5% del oxigeno empleado en la
mitocondria genera, via superoxido, peréxido de hidrogeno que de acumularse podria
ocasionar dafio; de ahi la importancia del GSH mitocondrial que parece ser el principal

antioxidante que protegeria este organulo de la accion de las ROS. Estudios previos
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demuestran que una deficiencia de GSH, y especificamente la deplecion de GSH
mitocondrial, causa una disfunciéon mitocondrial que produce un dafio en la célula e

incluso muerte celular (Meister, 1995).

Los mecanismos bioquimicos que modulan la apoptosis o muerte celular
programada todavia no estan elucidados pero se cree que el estrés oxidativo y el dafio al
DNA estan intimamente relacionados con la apoptosis. De hecho, existen evidencias
que relacionan la generacion de ROS o la deplecion de los antioxidantes celulares con la
induccion de la apoptosis (Polyak y cols., 1997). El par redox del glutation es un indice
de estrés oxidativo, el cociente GSH/GSSG esta en equilibrio con grupos tiol y disulfuro
de las proteinas y es un importante regulador de las actividades enzimaticas. Durante la
apoptosis se produce una oxidacion del glutation, indicativa de la existencia de estrés
oxidativo, tanto en el citosol como en la mitocondria. Esta oxidacién precede a la
degradacion del DNA nuclear por lo que podriamos decir que ocurre en una fase
temprana de la apoptosis (Esteve y cols., 1999); el estrés oxidativo que se produce en la
mitocondria juega un papel clave en la induccion de los mecanismos apoptéticos ya que
se produce una alteracion en el potencial de membrana mitocondrial que aumenta la
permeabilidad de dicha membrana, favoreciendo la salida al citosol del citocromo ¢y

otras proteinas proapoptoticas.

No obstante habria que discernir si la apoptosis es en realidad causada por los
oxidantes que se generan o por un desequilibrio en el potencial redox celular. Existen
trabajos que indican que una deplecion de GSH celular produce una alteracion en el
equilibrio redox de la célula e induce la apoptosis (Ghibelli y cols., 1998; Pias y Aw,
2002) independiente de la generacion de ROS. Pese a que se desconoce el mecanismo
de regulacion redox, si que se ha demostrado que la apoptosis debida a una oxidacién
del GSH se produce a través de la via de sefializacion mitocondrial: aumento de Bax,
una proteina proapototica de la familia Bcl-2, pérdida de citocromo ¢ de la mitocondria
y salida al citosol lo que favorece la formacion del apoptosoma, que procesara la pro-

caspasa-3, activandola.
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La lactancia se caracteriza por cambios fisiologicos y metabdlicos entre los que
destacan la hiperfagia, la hipertrofia de la gldndula mamaria, higado e intestino,
redistribucion de los nutrientes circulantes hacia la glandula y un aumento del gasto
cardiaco y del flujo sanguineo hacia la glandula (Bauman y Currie, 1980). El objetivo
de todos estos cambios es asegurar una produccion de leche suficiente para el normal

crecimiento y desarrollo de las crias (Williamson y cols., 1995)

La retirada de las crias marca el comienzo del destete, donde factores locales y
hormonales provocan la involucion de la glandula mamaria. Este proceso se caracteriza
por distintas fases; una primera donde ocurren cambios apoptdticos en las células
epiteliales de los acini, si bien se conserva su estructura (Li y cols., 1997a). Esta fase
estd regulada por factores locales debido a la acumulacion de leche y se caracteriza por
un incremento en la expresion de genes de respuesta temprana como son p53, c-myc y
otros factores de transcripcion. Esta fase es reversible ya que si se reinstaura la succion
por parte de las crias la lactancia continua. Posteriormente, si el destete se mantiene la
apoptosis continua, es independiente del p53 y en esta fase se produce un aumento de la
degradacion de la matriz extracelular por incremento de las proteasas lo que conduce a
una remodelacion del tejido mamario que sera repoblado por adipocitos (Marti y cols.,

1999; Jerry y cols., 2002; Stefanon y cols., 2002).

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que el flujo intertisular
del GSH es imprescindible para el mantenimiento de la lactancia (Barber y cols., 1999).
La mayoria de GSH liberado por el higado se dirige hacia la glandula mamaria, siendo
este el modo de abastecer de L-cisteina a dicho tejido, ya que no expresa las enzimas de
la transulfuracion. Este aminoéacido es imprescindible no s6lo para la sintesis de GSH,
sino también para proveer de L-cisteina a las crias al ser secretado en la leche. Cuando
se bloquea la transulfuracion hepética con PPG, un inhibidor irreversible de la 7y-
cistationasa, hay una menor liberacion de GSH y una inhibicion de la lactancia. Esto se

evita si simultaneamente se inyecta al animal N-acetilcisteina.

49



OBJETIVOS

El presente estudio se ha disefado para demostrar que los cambios que
acontecen durante el destete se pueden mimetizar en ratas lactantes donde se disminuye
la disponibilidad y cantidad de GSH. Para ello utilizamos ratas tratadas con PPG y ratas
tratadas con BSO, que inhibe irreversiblemente la y—glutamilcisteina sintetasa, primera

enzima de la sintesis de GSH (figura 6).

Los objetivos a desarrollar son:

1) Caracterizar los fendmenos que suceden en el destete, midiendo los cambios
bioquimicos y de expresion génica que conducen a la muerte celular programada, y
comprobar si ocurren estos cambios en ratas lactantes a las que se les inhibe la
produccion de leche tratandolas con PPG o BSO. Para ello analizaremos la
degradacion del DNA internucleosomal, la liberacion de citocromo ¢ y con ello la
posible implicacion de la mitocondria y la expresion (mediante RT-PCR y Western)
de factores de transcripcion y proteinas relacionadas con el ciclo celular (JNK, C-

Jun, p53, p21, p27).

2)  Se ha demostrado que el NO se produce en la glandula mamaria (Onoda e Inano,
1998) y que estad implicado en la induccién de la apoptosis (Chung y cols., 2001).
Estudiaremos la expresion (mediante RT-PCR y Western) de las tres isoformas de la
oxido nitrico sintasa (eNOS, iNOS y nNOS) y su regulacion durante el destete.
También se estudiard la produccion de nitratos y nitritos asi como la nitracion de
proteinas. Se valorard si esos cambios acontecidos en el destete ocurren también en

ratas lactantes inyectadas con BSO.

3) Una vez comprobado que la disminucion en la disponibilidad y sintesis de GSH
durante la lactancia mimetiza los cambios estudiados durante el destete, nos
propusimos estudiar de una forma sistematica, mediante la técnica denominada
“microarray chips”, los patrones de expresion génica que existen al retirar las crias y
también si éstos se reproducen cuando se disminuye la disponibilidad de GSH hacia

la glandula mediante el bloqueo de la transulfuraciéon hepatica con PPG.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION: CUIDADOS GENERALES.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas hembra de la raza
Wistar alimentadas ad libitum con dieta estdndar de laboratorio. En todos los casos
las ratas escogidas se mantuvieron en jaulas individuales con una camada de entre
ocho y diez crias. El estabulario mantuvo durante todo el tiempo una temperatura
ambiental de 20-22°C y unos periodos alternativos de luz y oscuridad de 12 horas
cada uno (08:00 - 20:00). Las ratas fueron cuidadas y manipuladas de acuerdo con
la “Guia para el uso y cuidado de los animales de laboratorio” (National Research
Council Guide, 1996) y el comité de investigacion de la facultad de medicina de
Valencia aprobo el protocolo empleado en el estudio. Todos los experimentos
fueron realizados entre las 10:00 y las 12:00 horas para minimizar las posibles

variaciones ciclicas diurnas.

Las ratas se dividieron en los siguientes grupos:

a)_Ratas lactantes control: Todos los experimentos se realizaron en el pico de la

lactancia, entre los dias 11 y 14.

b)_Ratas lactantes sometidas a distintas condiciones de destete: Formado por ratas

de las mismas caracteristicas que las del grupo control, alimentadas y mantenidas en
idénticas condiciones a las que se les retiraron las crias 2, 4, 8, 24 y 72 horas antes

de realizar los experimentos.

c)_Ratas lactantes sometidas a destete y posterior resuccion: Formado por ratas de

las mismas caracteristicas que las del grupo control, alimentadas y mantenidas en
idénticas condiciones. Tras separar las crias durante 24 horas éstas fueron de nuevo
colocadas con la madre, de modo que la lactancia continu6 otras 24 horas antes del

experimento.

d)_Ratas lactantes inyectadas con PPG: Para evaluar el efecto de la inhibicion de la

trans-sulfuracion hepatica sobre la glandula mamaria se emplearon ratas en el pico

de la lactancia, alimentadas y mantenidas como las del grupo control a las que
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durante los tres dias previos al experimento se les inyectd propargilglicina (PPG,

Sigma Chemical) por via intraperitoneal (50 mg/ Kg de peso y dia).

e)_Ratas lactantes inyectadas con PPG + NAC: Formado por ratas de las mismas

caracteristicas que las del grupo control, alimentadas y mantenidas en idénticas
condiciones a las que se les inyectd simultdneamente propargilglicina (50 mg/ Kg
de peso) y N-acetilcisteina (NAC, 80 mg/ Kg de peso tres veces al dia) durante tres

dias por via intraperitoneal.

f)_Ratas lactantes inyectadas con NAC: Formado por ratas control en el pico de la

lactancia a las que se les inyectd N-acetilcisteina (80 mg/ Kg de peso tres veces al

dia) durante tres dias por via intraperitoneal.

g)_Ratas lactantes inyectadas con BSO: Grupo formado por ratas de las mismas

caracteristicas que las del grupo control y tratadas en idénticas condiciones a las que
dos dias antes del experimento se les inyectd butionina sulfoximina (BSO, Sigma
Chemical) por via intraperitoneal (4 mmol/ Kg dos veces al dia), un inhibidor de la

v-glutamilcisteina sintetasa, enzima implicada en la sintesis de GSH hepatico.

2. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE LECHE.

Esta determinacion fue realizada segiin el método descrito por Sampson y
Jansen en 1984. Para ello, durante los dias previos al experimento (dias 10-14 de
lactancia) se pesaron todas las crias conjuntamente, a la misma hora (entre las 10:00
y las 12:00 horas) y con la misma balanza. El método se basa en el peso ganado por
un numero determinado de crias en un periodo de 24 horas y en condiciones
normales de amamantamiento de las crias por parte de la madre. La siguiente
ecuacion relaciona la produccion de leche total por cada cria en 24 horas (mL/ cria x

dia), con el peso de la cria (g) y el peso ganado por cria en 24 horas (g/ dia).

Produccion de leche:  0.0322 + (0.0667 x peso) + (0.877 x peso ganado)

Este método permite obtener valores similares a los obtenidos con otros métodos

mas laboriosos.

53



MATERIAL Y METODOS

3. OBTENCION DE MUESTRAS TISULARES.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (Abbott
Laboratories, S.A) por inyeccion intraperitoneal (60 mg/-Kg de peso corporal, en
NaCl 0.9%). El higado y la glandula mamaria inguinal se extrajeron rapidamente.
A continuacion cada organo fue lavado con suero fisiologico y secado sobre papel
de filtro, pesado e inmediatamente congelado por la técnica del freeze-clamped con
dos bloques de aluminio previamente enfriados por inmersion en nitrogeno liquido
(Wollemberger y cols., 1960). Posteriormente, las muestras se envolvieron en papel

de aluminio y se almacenaron a -80°C hasta su procesado.

4. DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO (GSH).

El tejido congelado se pulverizd en nitrogeno liquido y aproximadamente 1g.
se homogenizdé con 4 volimenes de HCIOs al 6% (w/v) utilizando un
homogenizador de Teflon. El extracto se centrifugd a 1500g durante 10 minutos y el
sobrenadante se empled para medir glutation reducido. Para ello se utilizé el método
descrito por Brigelius y colaboradores (Brigelius y cols., 1983). Este método se basa
en la conjugacion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) con el GSH, reaccion

catalizada por la glutatién-S-transferasa (GS-T, EC 2.5.1.18).

GS-T
GSH + CDNB » GS-DNB +1/2 C,

El GS-DNB producido absorbe luz a 340nm, siendo proporcional el cambio de
extinciéon medido espectrofotometricamente a la cantidad de GSH presente en la

muestra. El coeficiente de extincion molar es 9.6 unidades.

Para evitar la autooxidacion del GSH que ocurre cuando se neutralizan los
sobrenadantes 4acidos, se adiciona EDTA (concentracion final 2 mM). Esta
modificacién permite determinar con precision concentraciones de GSH del orden
de 0.01 pmoles/ mL. Una precaucion adicional a tomar, consiste en la
neutralizacion con carbonato potasico en lugar de con hidréxido potasico. Si se

realiza con este ultimo, se puede producir una alcalinizacién local excesiva,
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favoreciendo la autooxidacion. Ademas, conviene determinar el GSH en la muestra
lo mas rapidamente posible a partir del momento de la neutralizacion. Si el intervalo
de la neutralizacion es inferior a 5 minutos, el error relativo de la medicion es menor

del 2 %.

Para un volumen final de 0.87 mL se utiliza la siguiente mezcla reactiva: 0.2
M Tampodn fostfato potasico pH 7; 1 mM EDTA; 10 mM CDNB disuelto en etanol y
0.1 mL de muestra. Se lee la absorbancia a 340nm, realizando una linea base
utilizando el registrador del espectrofotometro (E;). Se afiaden 10 uL de GS-T (12
U.I/mL) y se sigue la reaccion hasta su conclusion (E;). E;-E; es proporcional a la

cantidad de glutation existente en la muestra.

5. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

5.1. Determinacion de la actividad de la y-Cistationasa.

La actividad de esta enzima (EC 4.4.1.1) se midié determinando la sintesis
de L-cisteina a partir de cistationina (Heinonen, 1973). El tejido se homogenizé en
30 mM tampon fosfato potédsico, pH 6.9 y los homogenados se centrifugaron a
28000g durante 30 minutos empledndose el sobrenadante para la determinacion. La
mezcla de reaccion para el ensayo de la actividad cistationasa contenia: 2 mM L-
cistationina (Sigma Chemical), 0.53 mM piridoxal 5’-fosfato (Sigma Chemical) en
0.1 M de tampon fosfato potasico pH 6.9. El ensayo consistio en adicionar 1 mL de
este cocktail a 250 pL. de muestra e incubarlo a 37°C durante 0, 15 y 30 minutos. A
continuacion se afadieron 125 uL de HCIO4 al 20% para detener la reaccion (en
estas condiciones de ensayo la formacion de L-cisteina fue linear en el tiempo). Por
ultimo se afiadio ditiotreitol (Sigma Chemical) 10 mM para reducir toda la cisteina
de la muestra y la cantidad de cisteina fue determinada por el método

espectrofotométrico de Gaitonde (Gaitonde, 1967).
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5.2. Determinacion de la actividad de la y-Glutamiltransferasa.

La actividad de la GGT (EC 2.3.2.2) se midi6 empleando y-glutamil p-
nitroanilida (Sigma Chemical) como substrato de la actividad hidrolitica de la GGT

y glicilglicina como aceptor del glutamato en la reaccion de transpeptidacion (Tate

y Meister, 1974)

6. DETERMINACION DE NITRITOS POR FLUORESCENCIA.

El nitrito se forma como producto estable mayoritario de la reaccion del

oxido nitrico con oxigeno en medio acuoso, con estequimetria:

ANO+ 0O, — 4NO, +4H"

La valoracion se basa en la reaccion del compuesto aromatico 2,3-diaminonaftaleno
(DAN) con el NO (que se genera a partir del NO;,” en medio 4cido) que origina
cuantitativamente 1H-naftotriazol. El producto es fluorescente, y mas estable en

medio bésico (pH 6ptimo 11.7), con excitacion a 365nm y emision a 450nm.

Aproximadamente 0,1g de tejido se homogenizaron en 50 mM tampén Tris-
HCIl pH 7.5 y los homogenados se centrifugaron a 20000g durante 30 minutos
empleandose el sobrenadante para la determinacion. Para un volumen de 100 puL de
muestra afiadimos reactivo DAN preparado en medio acido, de modo que la
concentracion final es de 4,3 ug/mL de DAN y 54 mM HCI. Tras incubar 10
minutos en oscuridad se afiade NaOH hasta una concentracion final de 0,12 M; el
NaOH para la reaccion y estabiliza la fluorescencia, y tras incubar en oscuridad
durante 3 minutos se lee la fluorescencia emitida (VICTOR®) con Aexcitacion = 365

nm y Aemision = 450 nm.
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7. OBTENCION DE ACINI AISLADOS DE GLANDULA MAMARIA DE RATA

LACTANTE.

Para la obtencién de los acini se sigue el método de Katz con la variante de
D. H. Williamson (Katz y cols., 1974; Robinson y Williamson, 1977). Tras extraer
la glandula mamaria inguinal de la rata lactante de cualquiera de los grupos de
estudio, se procedid al aislamiento de los acini por tratamiento con colagenasa
(Img/ mL, Boehringer) a 37°C durante 1 hora. Posteriormente los acini se
resuspenden en medio de Krebs-Henseleit (Krebs, 1932) y se realiza el aislamiento

de DNA, RNA y proteinas como se describe a continuacion.

8. AISLAMIENTO DE DNA Y ENSAYO DE FRAGMENTACION DEL DNA.

Al precipitado de los acini, o en su caso a 0.1mg de tejido, se le afade ImL
de tampon de extraccion (100 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA, 10 mM de NaCl y
0.5% SDS) y 0.5 mg/ mL de proteinasa K (Roche Diagnostics). Esta mezcla se deja
en un bafio de agua a 50°C durante 4 horas. Tras la incubacion, el DNA se purifica
mediante extraccion con un volumen de fenol: cloroformo: isoamil alcohol (25:24:1,
Sigma Chemical) y se separa por centrifugacion a 5000g durante 15 minutos a 4°C.
Se separa la fase superior acuosa a la que se afiade 0.1 volumen de 2.5 M acetato
sodico y dos volumenes de etanol frio al 95% y se deja 24 h a -20°C; el precipitado
de DNA se lava con etanol al 95% y se centrifuga a 5000g durante 20 minutos a
4°C. El precipitado formado se seca a temperatura ambiente y se resuspende en
tampon TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0). Este DNA en disolucion se trata
con 0.2 mg/ mL de RNasa A (Sigma Chemical) durante 2 horas a 37°C. Por ultimo
se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 3% en TBE (89 mM Tris, 89 mM
acido borico, 2.5 mM EDTA, pH 8.0), cargando 50 ug de DNA por pocillo. Tras la
electroforesis a 30 V se visualiza el gel tifiéndolo con bromuro de etidio durante 30
minutos y se observa bajo luz UV para comprobar la fragmentacion del DNA (Allen

y cols., 1997).
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9. OBTENCION DE RNA TOTAL.

Para la obtencion del RNA total, tanto de los tejidos empleados en el estudio
como de los acini aislados de la glandula mamaria, se emple6 el método de
Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987). Se parte de aproximadamente 0.1g de
tejido que se homogeniza en ImL de una solucion que contiene guanidinio-f-
mercaptoetanol (4 M guanidinio isocianato, 25 mM citrato sédico, 0,5% sarcosil y
100 mM B-mercaptoetanol). Tomamos la mitad del homogenado que se mezcla con
50 pL de acetato de sodio 2 M, ImL de fenol y 100 pL de cloroformo: isoamil
alcohol (24:1) y se deja 15 minutos a 4°C. Se centrifuga a 5000g durante 15 minutos
y se guarda el sobrenadante acuoso que contiene el RNA. Tras adicionar un
volumen de isopropanol se mantiene 1 hora a -20°C para favorecer la precipitacion
del RNA. Transcurrido ese tiempo se centrifuga de nuevo a 5000g durante 20
minutos a 4°C. El precipitado se resuspende en 300 pL de la solucién de guanidinio-
B-mercaptoetanol y se le afiade un volumen de isopropanol. Esta mezcla se deja
durante 24 horas a -20°C. Se centrifuga a 5000g durante 30 minutos a 4°C y
finalmente el precipitado se lava con una solucién de etanol al 70% y se disuelve en
agua estéril libre de RNasas. EI RNA se cuantificé espectrofotométricamente a

260nm y se guardo a -80°C hasta su procesado.

10. CUANTIFICACION DE RNA Y DNA.

La cuantificacion del RNA y del DNA se realizO mediante medida

espectofotométrica a 260 nm, y la comprobacion de la pureza mediante la relacion de

las medidas 260/280 nm. Para hacer el blanco de la medida de RNA se puso ImL de

agua libre de RNasas en la cubeta de cuarzo (Ap) y para la medida se diluy6 en esta

agua 2 UL del RNA aislado (A,,). Con los valores obtenidos se hizo el siguiente céalculo:

A x 40 x 1000/2 = g de RNA

Donde: A=A, — Ap; 1 OD a 260nm = 40ug RNA por mL; 1000/2=Dilucion del RNA.
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La comprobacion de la pureza del RNA se llevo a cabo dividiendo el valor de la
absorbancia a A=260nm entre el valor de la absorbancia a A=280nm, de forma que
valores comprendidos entre 1.8 y 2.0 indican que se obtuvo un RNA de buena calidad.
Ademas de las medidas de absorbancia, y con el fin de asegurar la integridad del RNA,
se realizd una electroforesis en gel de agarosa y tampon MOPS (20 mM MOPS, 5 mM

acetato sodico, | mM EDTA) de las muestras.

Para la cuantificacion del DNA se siguieron los mismos pasos salvo que en la
ecuacion se multiplica por 50, ya que 1 OD a 260nm equivale a 50 ug de DNA por mL.
Ademas, los valores de la relacion Ajg/ Azgo que indican una buena calidad de DNA

son los que estan por debajo de 1.5.

11. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL mRNA POR RT-PCR.

La reaccion de RT-PCR se llevo a cabo en dos pasos; para la trancripcion
inversa se empled oligo (dT),; (Sigma Chemical) como cebador para generar la
hebra de cDNA. A cada tubo de reaccion se anadieron 2 nug de RNA, 0.5 pg de
oligo y agua libre de RNAsas hasta un volumen final de 12 pL. Esta mezcla de
reaccion se calentd a 70°C 10 minutos y después se le afiadio: 4 uL de 5x “first
strand buffer” (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,), 2 uL de
DTT 0.1 My 1 uL de Superscript reverse transcriptase (200 U/ uL) (Invitrogen Life
Technologies). Esta mezcla se incub6 a 42°C durante 50 minutos y seguidamente 15

minutos a 70°C.

La amplificacion del cDNA sintetizado se realizd6 empleando una polimerasa
gelificada (Biotools, B&M Labs) y 2 uL. de cDNA, siguiendo las intrucciones de la
casa comercial. Las condiciones para cada PCR fueron determinadas en
experimentos preliminares y optimizadas para cada gen estudiado. Tomamos como
control interno el RNA de la proteina ribosomal 26S, dado que este RNA se expresa
a un nivel constante en muchos tejidos y lineas celulares cultivadas en diferentes

condiciones fisiologicas (Vicent y cols., 1993). Las condiciones de amplificacion

59



MATERIAL Y METODOS

fueron: 2 minutos a 85°C para conseguir un efecto “hot-start”, 94°C durante 2

minutos y a continuacion: 94°C durante 45 segundos, 30 segundos a la temperatura

de anillado y 68°C durante 1 minuto. Esto ultimo se repite durante un nimero de

ciclos variable y especifico para cada gen estudiado. Por ultimo, existe un periodo

de extensiodn final de 5 minutos a 72°C.

Las condiciones de PCR dependen fundamentalmente del oligo empleado y

del mRNA que se amplifica ya que cada uno tendra una temperatura de anillado y

un numero de ciclos determinado. En el caso de los genes estudiados estas

condiciones fueron:

Temperatura de

Tamaifio (pares

Oligo N° de ciclos
anillado bases)
26S RIB 25 51°C 252 pb
c-Jun 30 63°C 460 pb
pS3 30 58°C 600 pb
p21 WAFVCIF 30 62°C 400 pb
JNK2 30 62°C 540 pb
iINOS 40 63°C 549 pb
nNOS 40 62,4°C 620 pb
eNOS 30 62,4°C 424 pb

Los cebadores sintéticos especificos para cada gen fueron:

Oligo Sense (5’ a 3’) Antisense (5’ a 3°)
26S RIB ATTTCGCTGCACGAACTGCG CAGCAGGTCTGAATCGTGGT
c-Jun TGAGTGCAAGCGGTGTCTTA TAGTGGTGATGTGCCCATTG
p53 CACAGTCGGATATGAGCATC GTCGTCCAGATACTCAGCAT
p2 1 WAFICIF GTGAGACACCAGCAGAGTGCAA ACAGCGATATCGAGACACTCAG
JNK2 AGATCCTTGACTTTGGCCTG TCTCTTTCTTCCAACTGGGC
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Oligo Sense (5’ a 3°) Antisense (5’ a 3’)
iNOS TGTGACACACAGCGCTACAA TGTTGAAGGCGTAGCTGAAC
nNOS CAGTCATTAGCAGTAGACAG TTTGTGCGGACATCTTCTGG
eNOS GACATTGAGATCAAAGGACTGC CGGCTCGTCACCTCCTGG

La visualizacion de los productos de la reaccion de RT-PCR, se llevo a cabo
tomando 10 uL de los 50 UL totales y sometiéndolos a electroforesis de agarosa (1.2
% en TBE), tinciéon con bromuro de etidio y transiluminacion con UV. La
cuantificacion de los productos de PCR derivados de los mRNA se llevo a cabo por
densitometria de las bandas en el gel de agarosa-bromuro de etidio utilizando el
programa “Genesnap” y “Genetools” del sistema de documentacion de geles
SYNGENE. Estudiamos la variacion entre la relacion de densidad de p53 y c-Jun'y
la banda correspondiente a la proteina 26S ribosomal, que se utiliza como control

invariable.

12. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES CON MICROARRAY CHIPS.

La tecnologia GeneChip de Affymetrix conlleva una serie de pasos de
preparacion de la muestra que deben realizarse siguiendo las recomendaciones de la
empresa Affymetrix para asegurarse un resultado optimo. Los principales pasos a seguir

con el andlisis de expresion de GeneChip son:

12.1. Aislamiento de RNA total y preparacion del mismo.

Para el aislamiento del RNA total a partir de acini obtenidos de glandula
mamaria de rata lactante se utiliz6 TRIzol, un reactivo comercial (Gibco BRL Life
Technologies) recomendado por Affymetrix. Se siguid el protocolo propuesto; se trata
de una modificacion del método clasico desarrollado por Chomczynski (Chomczynski y
Sacchi, 1987) tras la cual se realizd una precipitacion con etanol afiadiendo al RNA
resuspendido en agua libre de RNasas: 0,1 volimenes de 3 M acetato sodico y 2,5

volumenes de etanol y se dejo 1 hora a -20°C; el precipitado se centrifugd a 12000g
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durante 20 minutos a 4°C y después se lavo dos veces con etanol al 80%. Por ultimo se
resuspendié en agua libre de RNasas y se cuantific6 mediante analisis
espectrofotométrico. También se realizdé una electroforesis de agarosa convencional

para comprobar la calidad de las bandas del RNA ribosomico.

A partir del RNA total aislado se procedié a la sintesis del cDNA de doble
cadena. Para ello se realizd primero la transcripcion inversa empleando la “Superscript
IT Reverse Transcriptase” (Invitrogen Life Technlogies) y 10 ug de RNA total. En un
primer paso tuvo lugar la hibridacion del oligo para lo que se anadieron al tubo de
reaccion los 10 pg de RNA, 100 pmoles del oligo T7-(dT),4 (sintetizado por la
compaiiia  Affymetrix 'y cuya  secuencia  es: 5’-GGCCAGTGAATT
GTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)x4-3") y agua libre de RNasas y se
calent6 a 70°C durante 10 minutos, tras lo cual se procedio a la sintesis de la primera
hebra de cDNA; para ello se anaden al tubo de reaccion anterior los siguientes
reactivos: 1x “first strand buffer”, 10 mM DTT, la mezcla de desoxinucleotidos (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP) a una concentracion de 500 uM cada uno y 400 U de enzima.
Esta mezcla se incub6 a 42°C durante 1 hora. Para la sintesis de la doble hebra se
afadieron al tubo de reaccion anterior los siguientes reactivos: 1x “second strand
reaction buffer”, 200uM de cada nucledtido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 10 U de
DNA ligasa, 40 U de DNA polimerasa I y 2 U de RNasa H y se llevo hasta un volumen
final de 150 pL con agua libre de RNasas. Esta mezcla se incubd a 16°C durante 2 horas
tras lo cual se afiadieron 10 U de T4 DNA polimerasa, se dejo 5 minutos mas a esa
temperatura y se afiadieron 10 pL de 0,5 M EDTA. El cDNA de doble cadena asi
sintetizado se tratd con fenol/cloroformo empleando para ello el kit Phase Lock Gels
(PLG, Eppendorf) siguiendo las instrucciones de la casa comercial y realizando
posteriormente una precipitacion con etanol, para lo cual se afiadieron 0,5 volimenes de
7,5 M acetato de amonio y 2,5 volimenes de etanol absoluto e inmediatamente se
centrifugd a 12000g durante 20 minutos. Se procedié al lavado del precipitado con

etanol al 80% y se resuspendié en 12 puL de agua libre de RNasas.

A partir del cDNA sintetizado se realizé una transcripcion in vitro para obtener

cRNA marcado con biotina, empleandose para ello el kit “BioArray HighYield RNA
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Transcript Labeling” de ENZO, siguiendo las instrucciones adjuntas. Para ello, partimos
de 5 uL de cDNA al que se afiadi6 el tampdn de reaccion, los ribonucledtidos marcados
con biotina, DTT, una mezcla de inhibidores de RNasa y la T7 RNA polimerasa. La
mezcla se incub6 durante 5 horas en un bafio a 37°C, agitandose el contenido cada 30-
45 minutos. Tras la sintesis se purificé el cRNA obtenido usandose las columnas
“RNeasy spin columns” de Qiagen y seguidamente se realizd una precipitacion con
etanol anadiendo 0,5 volumenes de 7,5 M acetato de amonio y 2,5 volumenes de etanol
absoluto y se dejo precipitando 1 hora a -20°C. El precipitado se centrifugdé a 12000g
durante 30 minutos a 4°C, se lavo dos veces con etanol y se resuspendio en agua libre

de RNasas.

12.2. Hibridacion del cRNA marcado con biotina.

Una vez obtenido, el cRNA marcado debe cuantificarse empleando para ello el
andlisis espectrofotométrico. Como el aislamiento inicial se hizo de RNA total, es
necesario calcular un cRNA que se denomina “ajustado” que tendra en cuenta el que

podamos haber arrastrado RNA total sin marcar. La formula es la siguiente:

cRNA ajustado = RNAm - (RN Al) X (y)

Donde RNA,, es la cantidad de RNA determinada tras la transcripcion in vitro, RNA; es
la cantidad de partida de RNA (ug) y (y) es la fraccion de cDNA empleada en la

transcripcion in vitro.

El cRNA marcado se fragmento por calor; 20 ug de cRNA se mezclaron con el
tampon de fragmentacion y agua libre de RNasas y se incubd a 94°C durante 35
minutos. Tras esto se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 1% para estimar
el tamano de los transcritos marcados y del cDNA de doble cadena, asi como para
determinar si la fragmentacion funciond correctamente (los fragmentos de RNA

deberian oscilar entre 35 y 200 bases).
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Una vez obtenido el cRNA fragmentado se prepara el cocktail de hibridacion.
Para cada una de las condiciones estudiadas se hibridaron dos arrays, en un primer lugar
se hibridé un test y tras comprobar que el resultado era el esperado se hibridaron los
arrays que contenian el genoma de rata a estudiar. El cocktail de hibridacion es el
mismo para ambos arrays y consta de: 0,05 pg/uL. de cRNA fragmentado, 50 pM de
oligonucleétido control B2, controles de hibridacion eucarioticos (1,5 pM BioB, 5 pM
BioC, 25 pM BioD y 100 pM cre), 0,1 mg/mL DNA de esperma de salmon, 0,5 mg/mL
BSA acetilado, 1x de tampon de hibridacion y agua libre de RNasas hasta un volumen
final que vendra determinado por el tamafo del array. Esta mezcla de hibridacion se

calent6 a 99°C durante 5 minutos y después se mantuvo a 45°C otros 5 minutos.

Los array se humedecieron con tampoén de hibridacion y se incubaron a 45°C
durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se vacid el contenido de los mismos, se
anadié un volumen apropiado de cocktail de hibridacion y se mantuvieron a 45°C

durante 16 horas en un horno de hibridacion en rotacion constante.

12.3. Lavados y tincion de las sondas hibridadas.

Tras la hibridacion los chips se rellenaron con un tampon de lavado de baja
astringencia (6X SSPE, 0,01% Tween 20 y 0,005% antiespumante) y se colocaron en el
aparato Fluidics Station de modo que el lavado y marcado de los mismos fue totalmente
automatizado. En primer lugar, se lavaron los arrays con tampédn de baja astringencia a
25°C y posteriormente con tampon astringente (100 mM MES, 0,1 M NaCl y 0,01%
Tween 20) a 50°C. La tincidn consistio en una incubacion de los chips con una solucién
de marcaje (1X tampdn de tincion, 2 pg/uL BSA acetilado, 10 ug/mL SAPE -
estreptavidina ficoeritrina-) durante 30 minutos a 25°C. A continuacion se realizaron de
nuevo lavados con tampon de baja astringencia y se incub6 durante 10 minutos a 25°C
con una solucidén que contenia el anticuerpo (1X tampoén de tincidon, 2 pg/uL BSA
acetilado, 0,1 mg/mL IgG cabra, 3 ng/mL anticuerpo biotinilado). Por ultimo se incubd
de nuevo durante 10 minutos a 25°C con solucion SAPE y se lavo con tampdn de baja

astringencia.
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12.4. Escaneado y analisis informatico de los datos obtenidos.

Por ultimo se procedi6 al barrido densitométrico de los arrays con el Hewlett-
Packard (HP) GeneArray Scanner con una longitud de onda de excitacion de 488 nm.
La cantidad de luz emitida a 570 nm es proporcional a la cantidad de cRNA unido en
cada punto del array. Tras escanear el array, los datos resultantes fueron guardados en el
disco duro del “GeneChip Work Station” y se procedio al andlisis de cada una de las
muestras con el software del ordenador. Cada condicién se realizd por triplicado y
unicamente se tuvieron en cuenta aquellos genes que variaban en todas las ocasiones
estudiadas, realizdndose un analisis estadistico (Mann-Whitney test) que permite extraer
solo aquellos genes en los que p<0.05. Posteriormente, con el programa de Netaffx
(NetAffx™ Anélisis Center) se procedid a caracterizar los resultados,ya que este
software permite la agrupacion de los distintos genes en funcion del proceso bioldgico

en el que estan implicados.

13. TECNICA DE WESTERN-BLOT.

13.1. Aislamiento de proteinas a partir de tejidos.

Los tejidos se homogenizaron con 10 mL de tampoén de aislamiento (1.8 mM
NaH,POy4; 8.4 mM Na,HPOy4; 1% Triton X-100; 0.5g SDS; 2.5g NaN3; 0.1 M NaCl; 8
mg/mL deoxicolato sodico y 1 mM PMSF) por gramo de tejido, al que se le afiadio, en
el momento de su uso, un cocktail de inhibidores de proteasas (SUL/ mL tampoén, Sigma
Chemical). Los homogenados se centrifugaron a 500000g durante 10 minutos a 4°C. El

sobrenadante obtenido corresponde al extracto de proteinas total del tejido.

Para determinar la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria al citosol, se
obtuvieron extractos citosélicos de tejido mamario por centrifugacion diferencial. Para
ello el tejido se homogenizé en 10 mL de tampdn de extraccion (10 mM Hepes pH 7.9,
10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 0,5 mM Na3;VO, y
0.1% Triton X-100) por gramo de tejido, en presencia de inhibidores de proteasas. Este

homogenado se centrifugd a 800g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante fue
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recogido en otro tubo y centrifugado de nuevo a 20000g durante 15 minutos a 4°C. Tras
descartar el pellet el nuevo sobrenadante se emple6 para analizar las proteinas

citosolicas.

13.2. Separacion de proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

y transferencia a membrana de nitrocelulosa.

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS se realizd segin el método
descrito por Laemmli (Laemmli, 1970); se usaron geles verticales de 1mm de espesor y
15uL de capacidad por pocillo. El gel de concentracion estaba formado por acrilamida
al 4% en tampon 0.125 M Tris-HCI pH 6.8, 5% glicerol y 0.1% SDS. El gel de
resolucion estaba formado por acrilamida al 10% o 12% (segun el caso) en tampon

0.375 M Tris-HCI1 pH 8.8 y 0.1% SDS.

Se determind la concentracién de proteinas en las muestras empleando “BCA
protein assay reagent” (Pierce Chemical). Cantidades idénticas de proteina (entre 25 y
50ug) se diluyeron con un tampén de carga (50% glicerol v/v, 10% SDS, 25% [-
mercaptoetanol y 0.05% azul de bromofenol en tampén 0.3 M Tris-HCI pH 6.8) y se
calentaron 5 minutos a 100°C. La electroforesis se realiz6 en cubetas con tampon de
electroforesis (50 mM Trizma base, 384 mM glicina y 0.1% SDS pH 8.3) a voltaje
constante de 100 V a lo largo del gel de concentracion y de 150 V a lo largo del gel de
resolucion. Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas
electroforéticamente a papel de nitrocelulosa de 0.45um (Millipore) siguiendo la
técnica de Burnette (Burnette, 1981). Las condiciones de transferencia fueron de
150mA durante 20 horas, empleando como tampén de transferencia 192 mM glicina, 25

mM Trizma-base y 20% metanol.
13.3. Identificacion de las proteinas mediante Western-blot.

Para la deteccion de las proteinas se emplearon anticuerpos comerciales:
anticuerpos monoclonales de Oncogene para p53 (OP-29), p21 (OP-76), p27 (NA-35);

de Santa Cruz para p-JNK (SC-6254) y de Calbiochem para nitrotirosina (487923) y

policlonales de Santa Cruz contra c-Jun (SC-1694), citocromo c¢ y o-tubulina (SC-
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5286). Los anticuerpos empleados para detectar la presencia de las tres isoformas de

NOS (eNOS, iNOS y bNOS) también fueron policlonales, de Affinity BioReagents.

Para la imunodetecciéon de las proteinas de glandula mamaria se utilizé el
substrato quimioluminiscente “SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate”
(Pierce Chemical). Con este método se detectan antigenos inmovilizados conjugados
directa o indirectamente con anticuerpos marcados con peroxidasa. La membrana de
nitrocelulosa a la que se habian transferido las proteinas se bloque6 con PBS
conteniendo leche en polvo desnatada al 5% y 0.05% Tween 20 durante 1 hora en
agitacion y a temperatura ambiente. A continuacion se afiadi6 la soluciéon del anticuerpo
(1ug/mL) incubandose 1 hora a temperatura ambiente. Después la membrana de
nitrocelulosa se lavo 5 veces con TTBS (0.05 M Tris, 0.15 M NaCl y 0.1% Tween 20) y
se incubd 50 minutos con el anticuerpo secundario correspondiente, marcado con
peroxidasa tras lo cual se efectuaron de nuevo 5 lavados con TTBS. Finalmente se
incubo6 el soporte de nitrocelulosa con el reactivo de inmunodeteccion (mezcla 1:1 de
los reactivos del kit de Pierce) durante 15 minutos, se colocd la membrana entre laminas

de plastico transparente y se expuso frente a una pelicula X-Omat (Kodak).

La cantidad de proteina se determind por densitometria de las bandas después
del revelado del Western-blot, empleando la pelicula X-Omat y el programa Genetools
de Syngene determinamos la cantidad de cada una de las bandas comparandolas con sus

controles correspondientes.

14. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Los resultados presentados en las tablas corresponden a la media aritmética de los
valores obtenidos en cada experimento =+ el error estandar de la media (SEM). Ademas,
en las tablas, se indica el nimero de observaciones diferentes obtenidas en cada grupo
experimental. Las comparaciones estadisticas entre el grupo control y otros grupos se
realizaron mediante one-way ANOVA, con el programa informatizado SPSS v 9. La

homogeneidad de las varianzas se analizé mediante el Test de Levene, y en los casos en
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que las varianzas eran distintas, los datos se transformaban de forma adecuada antes del
ANOVA. La hipotesis nula fue aceptada para todos aquellos datos de los grupos en los
que F no fue significativa para un valor de P<0.05. Aquellos grupos de datos en los que

F fue significativa fueron analizados por el Test Tukey’s para un valor de P<0.05.
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1. LA DISMINUCION EN LA DISPONIBILIDAD DE GSH

MIMETIZA LA INVOLUCION DE LA GLANDULA MAMARIA
TRAS EL DESTETE.

1.1. Actividades de la y-cistationasa y de la GGT y concentracion de
GSH en el higado y la glandula mamaria de ratas lactantes y de ratas

lactantes tratadas con inhibidores de la sintesis de GSH.

La y-cistationasa, una enzima de la trans-sulfuracion, hidroliza la L-cistationina
en L-cisteina y 2-oxocetobutirato, utilizando la vitamina Bs como cofactor. Esta enzima
cataliza la sintesis de L-cisteina, un aminoacido precursor de la sintesis, no solo de
proteinas, sino también de GSH, siendo la disponibilidad de este aminoacido azufrado el
paso limitante para la sintesis de GSH en el higado. La actividad de la y-cistationasa
hepatica aumenta durante la lactancia (Awata y cols., 1993). El inhibidor irreversible de
la misma, la propargilglicina (2-amino-4-pentinoico, PPG) se emplea para comprobar si
esta enzima es importante para el mantenimiento de la lactancia. Administrado in vivo
disminuye la actividad de la enzima en mas de un 90% (Reed, 1995). La actividad de la
y-cistationasa hepatica no es detectable en ratas lactantes tratadas con PPG, al ser este
compuesto un inhibidor irreversible de la enzima. Al inyectarse simultaneamente PPG y
N-acetilcisteina (NAC) la actividad de la enzima permanece indetectable porque el
inhibidor sigue ejerciendo su efecto. Sin embargo cuando se inyecta NAC a ratas
lactantes control la actividad en el higado de esta enzima no varia (Tabla 1; Barber y

cols., 1999).

La concentracion hepatica de GSH es significativamente mas baja tras la
administraciéon de PPG en las ratas lactantes si se compara con ratas lactantes control.
La administracion de NAC a las ratas lactantes inyectadas con PPG produce un aumento
del GSH hepatico a los valores control. Del mismo modo, la concentraciéon de GSH en
la glandula mamaria de ratas tratadas con PPG es significativamente menor que en ratas

lactantes control y en ratas inyectadas con NAC.
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Para confirmar que los resultados obtenidos tras la inhibicién de la trans-
sulfuracion hepética con PPG son debidos al déficit de GSH realizamos un experimento
en el que se administraba a ratas en el pico de la lactancia y por via intraperitoneal
butionina sulfoximina (BSO), un potente inhibidor de la y-glutamilcisteina sintetasa,
una enzima también implicada en la sintesis hepatica de GSH; en concreto, cataliza la
formacion de y-glutamilcisteina a partir de glutamato y cisteina. La administracion de
BSO durante dos dias produce una caida significativa de la concentracion de GSH
hepatica; como cabria esperar, dado que la sintesis de GSH se ve afectada, la

concentracion de este tripéptido en la glandula mamaria también esta disminuida.

La actividad de la +y-glutamiltranspeptidasa (GGT) en la glandula mamaria
lactante no se ve afectada por la administraciéon de PPG o de BSO, sin embargo si que

disminuye al separar a las crias de la madre.

Tabla 1.- Actividades de la GGT y la y-cistationasa y concentracion de glutation
reducido (GSH) en el higado y en la glandula mamaria de ratas lactantes control y

ratas tratadas con PPG, NAC o ambos.

+PPG +NAC
Control | +PPG 3d. +BSO 2d.
+NAC 3d. 3d.

Higado
GSH (umol/g) 5.8+04 3.2+0.5 59+1.1 76+03 | 1.1+0.1
(11)° (8)* 9)° (7)° 3)*
y-Cistationasa | 039+ | | 037+ |
ND ND
(umol/(g min)) 0.02 (9)* 0.03 (7)° -

Glandula mamaria lactante

GSH (umol/g) 23£0.2 1.5+0.2 23103 2.8+0.2| 04%0.1
(13) (®)® (®)" (7 3)

GGT (umol/(g min)) | 11.0£0.3 | 10.7+0.9 | 9.0+04 |89+0.5 | 11.6+0.6
4y 4y 4y 4y 3)

Los valores expresados en la tabla son la media + SEM; entre paréntesis se indica el nimero de
animales por experimento. Las letras en superindice diferentes indican que existen diferencias

significativas, P<0.05. ND: No Detectable.
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1.2. La inhibicion de la actividad de la y-cistationasa hepatica afecta a

la lactancia y su efecto se revierte tras la administracion de NAC.

Para comprobar como afecta la inhibicion de la vy-cistationasa en el
mantenimiento de la lactancia y comprobar si la administracion de NAC revierte los
efectos de la inhibicion de esta enzima, se determind la produccion de leche en ratas
lactantes control, ratas tratadas con PPG, ratas inyectadas con PPG y NAC y ratas
lactantes control inyectadas con NAC. Tal como se observa en la tabla 2, a las 48 horas
de haber inyectado PPG a las ratas lactantes se produce una disminucién significativa en
la produccién de leche frente a las ratas lactantes control; esta produccion de leche va
disminuyendo progresivamente a lo largo de los tres dias en los que se sigue inyectando
PPG. La administracion de NAC simultdneamente con PPG evita esa disminucion tan
espectacular en la produccion de leche con respecto a las ratas inyectadas con PPG. La

administracion de NAC a las ratas lactantes control no modifica la produccion de leche.

Tabla 2.- Produccion de leche en ratas lactantes control y ratas lactantes

tratadas con PPG, NAC o ambos, durante tres dias.

(mL/ cria por Control (5) +PPG 3d. (5) +PPG+NAC 3d. +NAC (6)

dia) 5)

Dia previo 3.0+0.1° 33+0.3° 2.9+0.1° 3.0+02°
24h. inyectadas 3.2+ 0.1 2.2+0.3° 2.4+0.2° 3.1+02°
48h. inyectadas 3.2+ 0.1%° 2.1+0.1° 2.3 +0.4° 33402
72h. inyectadas 33+0.2° 1.3+0.3 2.2+ 0.4% 32402

Los valores expresados en la tabla son la media + SEM; entre paréntesis se indica el nimero de
animales por experimento. Las letras en superindice diferentes indican que existen diferencias

significativas, P<0.05.

Para evaluar la posibilidad de que la inhibicion de la via de la trans-sulfuracién
pudiera afectar al crecimiento y vitalidad de las crias y, consecuentemente, el estimulo
de la succion se viese reducido, se disefid un nuevo experimento en el que tras la
inyeccion con PPG se intercambiaba la camada entre la rata lactante control y la tratada

con el inhibidor, de modo que las crias control también fueron alimentadas por la madre
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inyectada con PPG. Para ello, 24 horas después de la administracion de PPG, las crias se
pesaron y se intercambiaron de la madre tratada a la control y viceversa. Como puede

observarse en la tabla 3 los resultados no variaron, pese al cross-fostering.

Tabla 3.- Determinacion de la produccion de leche en ratas lactantes control y

tratadas con PPG durante tres dias, con intercambio de la camada.

Control (3) +PPG 3d. (3)

(mL/ cria por dia)

Dia previo 29+0.2° 2.8+0.2°
24h. inyectadas 3.5+0.2° 2.1+0.5°
48h. inyectadas 33+0.2° 1.1+0.4°
72h. inyectadas 4.2+ 0.4° 0.8 +0.2°

Los resultados expresados son la media + SEM con el nimero de animales por experimento
entre paréntesis. Letras en superindice diferentes indican que existen diferencias significativas,

P<0.05.

1.3. La separacion de las crias y la inhibicion de la trans-sulfuracion
hepatica por tratamiento con PPG inducen apoptosis en la glandula

mamaria de rata lactante.

Al final de la lactancia la glandula mamaria entra en un proceso de involucién
caracterizado fundamentalmente por cambios metabolicos inmediatos, muerte celular
programada y remodelacion de las estructuras 16bulo-alveolares (Lund y cols., 1996). Es
posible reproducir estos cambios en el pico de la lactancia (entre los dias 9-12 de
lactancia) si separamos las crias de la madre. Al no producirse la succiéon se acumula la
leche, el flujo sanguineo y los niveles de hormonas lactogénicas caen
significativamente, lo que supone una disminucion neta de la disponibilidad de sustratos

hacia la glandula y una involucion de dicho tejido (Marti y cols., 1999).
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1.3.1. Liberacion de citocromo c.

La mitocondria estd profundamente implicada en la regulacion de la apoptosis.
Una de las primeras alteraciones morfologicas que se suceden durante la muerte celular
programada es la alteracion mitocondrial, que tiene lugar incluso antes de los cambios
caracteristicos que ocurren a nivel nuclear. Los cambios que se producen en la
mitocondria producen una permeabilizacion de su membrana, lo que favorece la salida
al citoplasma del citocromo c y otras proteinas proapoptdticas como Smac/ DIABLO.
Una vez en el citosol, el citocromo c, junto con APAF-1 y en presencia de ATP, forma
un complejo denominado apoptosoma, que activa la procaspasa-9 y desencadena la

activacion del resto de caspasas efectoras (Allen y cols., 1997).

Como ya se ha visto anteriormente, el destete afecta a la produccion de leche y
conjuntamente se produce un cese en la lactancia; la acumulacion de leche en la
glandula mamaria puede ser uno de los primeros estimulos que provoque la muerte de
las células secretoras del epitelio mamario. Dado que la liberacién de citocromo c al
citosol es un proceso rapido y especifico de la apoptosis, el cual tiene lugar tan sélo una
hora después de la induccion de la apoptosis (Renz y cols., 2001), es de esperar que tras
el destete se produzca una alteracion en la mitocondria que favorezca la salida de esta
proteina al citosol. Para comprobar esta posibilidad se aislaron las proteinas citosdlicas
de glandula mamaria de ratas lactantes sometidas a diferentes tiempos de destete y se
realizd una inmunotransferencia que mostro, tal y como se ve en la figura 8A, que a las

dos horas de destete ya se detecta la presencia de citocromo ¢ en el citosol.

Al realizar el mismo experimento con ratas tratadas con PPG se observa que tras
tres dias de inhibicion de la trans-sulfuracion también existe un cese en la lactancia y
una liberacion de citocromo c al citosol (figura 8B). Es interesante comentar que, la
administracion simultdnea de NAC a ratas tratadas con PPG no revierte la tendencia

observada.
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Figura 8. Analisis del citocromo ¢ por inmunotransferencia del extracto de
proteinas citosdlicas de ratas lactantes sometidas a diferentes tiempos de destete

(A) y tratadas con PPG, NAC o ambos (B).

1.3.2. Activacion de endonucleasas y fragmentacion del DNA.

La fragmentacion del DNA es un indicador clasico de muerte celular (Wyllie y
cols., 1980). Uno de los primeros cambios producidos en la célula, que indica que se va
a producir la muerte celular, es la activacion de una endonucleasa dependiente de calcio
que produce la fragmentacion del DNA nuclear obteniéndose fragmentos de 180-200 pb
o multiplos de este valor, correspondientes al DNA internucleosomal. Al realizar una
electroforesis en gel de agarosa del DNA de la glandula mamaria control y de 2, 4, 8, 24
y 72 horas de destete se observa, a partir de las 8 horas tras el destete, un patron
caracteristico de apoptosis, una escalera de DNA correspondiente a los fragmentos

digeridos (figura 9A).

Si analizamos los extractos de DNA aislados a partir de ratas lactantes tratadas
con PPG se observa también el patrén en “escalera” perteneciente a los fragmentos
oligonucleosomales que han sido digeridos por la endonucleasa (figura 9B). Por tanto
la inhibicion de la via de la trans-sulfuracion hepatica produce apoptosis y regresion de
la glandula mamaria de la rata lactante, tal como indica la liberacion de citocromo c y la
fragmentacion del DNA nuclear. Por otro lado la administracion simultdnea de NAC a
ratas inyectadas con PPG no revierte por completo los efectos de la inhibicion de la
cistationasa hepdatica. De hecho, tal como se observa en las figuras 8 y 9, existe

alteracion a nivel mitocondrial y a nivel nuclear si bien en menor escala que si las ratas

75



RESULTADOS

se tratan unicamente con PPG. El tratamiento de ratas lactantes con NAC durante tres
dias en el pico de la lactancia parece no afectar al proceso, ya que ni se inhibe la

produccion de leche ni se induce la muerte celular de las células secretoras.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los extractos de DNA nuclear
obtenidos de glaindula mamaria de rata lactante en distintas situaciones. (A) Ratas
lactantes a la que se han retirado las crias durante los periodos de tiempo indicados
para favorecer la acumulacion de leche. (B) Ratas lactantes tratadas con PPG, NAC o
ambos. (C) Rata lactante control y ratas lactantes tratadas con distintos inhibidores de
la sintesis de GSH: PPG y BSO. Cada una de las condiciones es una muestra

representativa de tres o mas animales.

El tratamiento con BSO, un inhibidor de la sintesis de GSH, produce una
disminucién de los niveles plasmaticos de este tripéptido por lo que la disponibilidad de
GSH en la glandula mamaria se vera afectada. Al igual que ocurre tras la administracion
de PPG a ratas lactantes, si realizamos una electroforesis del DNA genomico aislado de
ratas lactantes tratadas con BSO durante dos dias encontramos que existe una
fragmentacion de este DNA, evidencia de que se esta produciendo la muerte de las

células secretoras por apoptosis (figura 9C).

1.4. Analisis de la expresion de genes implicados en la involucion de la

glandula mamaria de rata lactante.

1.4.1. Efecto del destete sobre JNK, c-Jun, p53. p21 v p27.

Se ha visto que existen numerosos factores de transcripcion implicados en el
control de la muerte celular programada (PCD) en diversos sistemas: Myc/Max (Amati
y cols., 1993), c-Fos (Colotta y cols., 1992; Smeyne y cols., 1993), c-Jun (Colotta y
cols., 1992), p53 (Yonish-Rouach y cols., 1991) entre otros.

c-Fos y c-Jun son miembros de pequeiias familias de genes de respuesta
temprana; complejos diméricos formados por Fos, Jun y miembros de la familia
ATF/CREB forman la proteina activadora 1 (AP-1). El complejo AP-1 se une a una
secuencia de DNA palindromica (5’-TGAGCTCA-3’) que esta presente en la region
promotora de genes regulados por AP-1 (Shaulian y Karin, 2001). Se ha demostrado la
expresion de Fos y Jun en el contexto de la muerte celular programada en distintos

sistemas (Jochum y cols., 2001). Durante la involucion de la glandula mamaria se ha
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observado una acumulacion del complejo AP-1 formado mayoritariamente por c-Fos y
JunD (Marti y cols., 1994); la induccion de este factor de transcripcion durante la fase
inicial de la involucion de la glandula mamaria parece ser debida a un incremento de la
actividad nuclear de la protein kinasa A (PKA) y precede a la fase irreversible de la
involucion y a la fragmentacion oligonucleosomal del DNA nuclear, ya que si tras 24
horas de destete se vuelven a poner las crias junto con la madre la lactancia se recupera
y la capacidad del complejo AP-1 de unirse al DNA vuelve a valores control (Jaggi y
cols., 1996). Existen distintos genes como c-jun, ciclina D1 y TGFB1 que se
caracterizan por poseer uno o varios elementos de respuesta a AP-1 en sus promotores y
todos estos genes son inducidos durante la involucion de la glandula mamaria (Marti y
cols., 1994; Marti y cols., 1995; Strange y cols., 1992). En la figura 10 vemos como la
expresion de c-Jun aumenta claramente a partir de las 8 horas de destete. En los analisis
de proteinas mediante inmunotransferencia se observa que la cantidad de c-Jun y de
JNK (Jun N-terminal Kinase) una kinasa que regula directamente c-Jun, estan
significativamente elevados tras 24 horas de destete y se mantienen elevados a las 72

horas (figura 11).

La proteina p53, un supresor tumoral implicado en diferentes procesos celulares
(regulacion del ciclo celular, apoptosis, senescencia, reparacion del DNA,
diferenciacion y angiogénesis), actia como mediador de la apoptosis destruyendo
células dafiadas y previniendo el desarrollo canceroso (Sionov & Haupt. 1999;
Vousden. 2000). Como se observa en la figura 10, al inicio de la involucion de la
glandula mamaria se activa la transcripcion de este gen; a las 2 horas de destete su
expresion ya esta aumentada al igual que los niveles de proteina (figura 11). Sin
embargo, existen fluctuaciones en los niveles de p53, presentando dos maximos a las 2

y 24 horas de destete (figuras 10y 11).

El p53 es un factor de transcripcion implicado en el mantenimiento de la
integridad gendmica que se encuentra en una bifurcacion de sefializacion intracelular,
controla la detencion del ciclo celular mediante p21, que es un inhibidor de las kinasas
dependientes de ciclinas (CDKs), o bien activa la expresion de bax que es una proteina
pro-apoptdtica que favorece la liberacion de citocromo ¢ por parte de la mitocondria con
la consiguiente activacion de las caspasas 9 y 3. Ya se ha comentado anteriormente que

tras el destete se produce una liberacion de citocromo c¢ mitocondrial, pero lo que
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también hemos observado es que la via del p21 también estd activada; tanto los niveles
de mRNA como de proteina de p21°?' se encuentran aumentados significativamente
durante el destete (figuras 10 y 11). Otro inhibidor de las CDKs de la misma familia
que p21Cifl es el p27kip1, también implicado en la detencién del ciclo celular; como se
observa en la figura 11 los niveles de esta proteina también estdn aumentados al

producirse el destete.
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Figura 10. Niveles de mRNA de c-Jun, p53 y p21 analizados por RT-PCR en la
glandula mamaria durante el destete. £/ andlisis por RT-PCR del RNA total aislado
de tejido mamario se empleo para determinar la expresion de c-Jun, p53 y p21 en ratas
lactantes control (control) y ratas sometidas a distintas horas de destete (D). Se
emplearon tres ratas diferentes de cada condicion para el andlisis semi-cuantitativo.
Las grdficas muestran el cociente de cada gen con los niveles de mRNA de la proteina
ribosomal 26S; los resultados representados son la media = SEM de tres experimentos
diferentes. Las diferentes letras en superindice indican diferencias significativas tras el

tratamiento estadistico de los datos, p < 0.05.
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Figura 11. Analisis mediante inmunotransferencia de p-JNK, c-Jun, p53, p21y p27
en glandula mamaria tras el destete. Extractos de proteinas totales (50ug de proteina/
pocillo) aislados de glandula mamaria de ratas en el pico de la lactancia (control) y
tras diferentes horas de separacion de las crias (2h, 4h, 8h, 24h y 72h D) fueron
analizados mediante inmunotransferencia utilizando los siguientes anticuerpos: JNK
(Jun N-terminal kinase) fosforilado, c-Jun, p33 y las proteinas Cip/Kip p21*" y p27%!.
Las graficas muestran la cuantificacion de cada una de las bandas, los resultados son
la media + SEM de tres experimentos diferentes. Las diferentes letras en superindice

indican diferencias significativas tras el tratamiento estadistico de los datos, p < 0.05.
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1.4.2. Efecto de la inhibicion de la trans-sulfuracion hepatica con PPG sobre la

expresion de JNK, c-Jun, p53. p21 v p27.

Al comprobar que la inhibicion de la sintesis de GSH produce muerte por
apoptosis de las células secretoras de la glandula mamaria, hemos querido analizar la
expresion del gen supresor de tumores, p53, y otros genes relacionados, en ratas
lactantes tratadas con PPG durante tres dias para determinar si el mecanismo implicaba
la activacion de los mismos genes, que se sabe estan activados durante la involucion de
la glandula mamaria tras un destete forzado. Como se observa en las figuras 12 y 13,
los niveles del mRNA y de proteina estdn aumentados en la glandula mamaria tras el
tratamiento con PPG; este incremento llega a ser dos veces el valor de las ratas control.
La administracion simultanea de PPG y NAC previene el incremento en el transcrito de
p53, como se observa en la figura 12, pero sin embargo los niveles de proteina siguen
manteniéndose ligeramente superiores a los valores control (figura 13). Por tltimo, el
tratamiento con NAC no altera los niveles de esta proteina ni de ninguna otra de las que

se han estudiado.

La administracién de PPG a ratas lactantes durante tres dias también aumenta la
transcripcion de c-Jun (figura 12), pero la adicion de NAC previene este aumento. En
cuanto a los niveles de proteina, tanto JNK como c-Jun, ambos reguladores de la
expresion de p53, se encuentran elevados (figura 13), al igual que ocurria tras un
destete de 8 horas. En este caso, la administracion simultanea de NAC no es capaz de

revertir en su totalidad el aumento observado, al igual que ocurre con la proteina p53.

Por ultimo, el p21Cip ! que como ya se ha comentado es un inhibidor del ciclo
celular, presenta unos niveles tanto de mRNA (figura 12), como de proteina (figura 13)
significativamente aumentados comparados con ratas lactantes control, como ocurre tras
un destete forzado. La administracion de NAC mantiene el mRNA en valores control, si

bien los niveles de proteina se encuentran mas elevados.
El tratamiento de las ratas con PPG también produce un incremento en la

proteina p27kip ! (figura 13), pero la administracion simultinea de PPG y NAC previene,

al menos en parte, este aumento.
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Figura 12. Analisis por RT-PCR de c-Jun, p53 y p21 en ratas lactantes control y en
ratas tratadas con PPG, NAC y ambos. EIl RNA total se aislo de tejido mamario de
rata lactante (control) y de tejido mamario de ratas tratadas con PPG, PPG+NAC o
NAC durante tres dias y se amplificaron por RT-PCR los mRNAs de c-Jun, p53 y p21.
Las grdficas muestran la relacion de p53 y p21 con respecto a los niveles de 26S RIB.
Los resultados son representativos de tres experimentos diferentes y se expresan con la
media + SEM. Las diferentes letras en superindice indican diferencias significativas

tras el tratamiento estadistico de los datos, p < 0.05.
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Figura 13. Analisis mediante inmunotransferencia de p-JNK, c-Jun, p53, p21y p27
en tejido mamario de ratas lactantes control y ratas lactantes tratadas con PPG,
NAC y ambos. Extractos totales de proteinas (50ug proteina/ pocillo) de glandula
mamaria de rata control y tratadas con PPG, NAC o ambos fueron sometidos a
electroforesis e inmunotransferencia con anticuerpos especificos contra pJNK, c-Jun,
p33, p21 y p27. Los grdficos muestran las cantidades de cada proteina en las diferentes
condiciones estudiadas, los resultados son la media + SEM de tres experimentos
distintos. Las diferentes letras en superindice indican diferencias significativas tras el

tratamiento estadistico de los datos, p < 0.05.
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1.4.3. Efecto de la inhibicion de la sintesis de GSH con BSO.

La administracion de BSO a ratas en el pico de la lactancia reduce la sintesis de
GSH en el higado y en la glandula mamaria (tabla 1), al inhibir la reaccion catalizada
por la y-glutamilcisteina sintetasa. De este modo, no sélo la sintesis enddgena sino
también la disponibildad de GSH en la gldndula mamaria se ve reducida y se
reproducen los mismos cambios a nivel genético y proteico que ya se han observado tras

el tratamiento con PPG (figura 14).
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Figura 14. Analisis por RT-PCR de c-Jun, pS3 y p21 y por inmunotransferencia de
pJNK, c-Jun, pS53, p27 y p21 en ratas lactantes tratadas durante dos dias con BSO.
(A) El RNA total aislado del tejido mamario se empleo para el andlisis por RT-PCR de
c-Jun, p53 y p21 en ratas lactantes control y ratas ratadas con PPG o con BSO. (B)
Andlisis por inmunotransferencia de proteinas aisladas de glandula mamaria (50ug
proteina/ pocillo) de ratas lactantes control y ttratadas con PPG o con BSO contra:
JNK fosforilado, c-Jun, p53 y las proteinas Cip/Kip p21*" y p27%'. Los resultados son
representativos de tres experimentos diferentes para cada una de las condiciones

estudiadas.
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2. PAPEL DEL OXIDO NiTRICO.

2.1. Determinacion de la presencia de las tres isoformas de NOS en la

glandula mamaria de rata lactante.

El 6xido nitrico es sintetizado a partir de la oxidacion secuencial de L-arginina
en una reaccion catalizada por las oxido nitrico sintasas (NOS) que emplean NAPH y
O, como cosubstratos. Dos de estas tres isoformas se expresan de forma constitutiva en
las células, y son Ca’"-dependientes. Se denominan nNOS y eNOS y actian via la
guanilato ciclasa activando cascadas de transduccion de la sefial. Existe una NOS
inducible (iNOS) que se expresa de forma constitutiva en determinados tejidos, pero

que mayoritariamente se sintetiza en respuesta a mediadores proinflamatorios.

La existencia de actividad NOS en la glandula mamaria fue descrita por primera
vez por Thomsen y cols. (1995) en humanos y por Lacasse y cols. (1996) en el tejido
mamario de cabras y vacas. El primer estudio, describia que la actividad NOS era
detectable inicamente en tumores invasivos, si se comparaba con tumores benignos o
tejido normal; en ¢l se decia que la inmunoreactividad frente a iNOS se daba
predominantemente en macréfagos asociados al tumor, mientras que nNOS se
observaba en células endoteliales y mioepiteliales. En el segundo estudio nombrado, la
actividad eNOS unicamente se detectd en el endotelio vascular y el epitelio secretor de
las dos especies. No obstante, en estudios posteriores se ha demostrado la produccion de
oxido nitrico y la existencia de las tres isoformas de NOS en la glandula mamaria de
rata (Onoda e Inano, 1998). Estos autores, mediante inmunohistoquimica, localizaron
iINOS en las células mioepiteliales de la membrana basal de los alvéolos y los conductos
galactoforos asi como en las células endoteliales de los vasos sanguineos que riegan este
tejido, si bien Unicamente observaron una expresion basal de iNOS que posiblemente se
encuentre de forma constitutiva en la glandula mamaria, como ya se ha observado que
ocurre en el rifion de ratas control (Morrissey y cols., 1994). eNOS presentd
exactamente el mismo patron que iNOS; sin embargo la tercera isoforma, nNOS,
unicamente se localizé en la membrana basal de los alvéolos y su sefial era mucho mas

débil que en los casos anteriores.
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2.1.1. Determinacion por RT-PCR de las tres isoformas.

Como se observa en la figura 15, la expresion del mRNA de eNOS, iNOS y
nNOS ha sido determinada por RT-PCR empleando cebadores especificos para cada
una de las tres isoformas, obteniéndose bandas del tamafio esperado en cada caso (424,
550 y 620 pb, respectivamente). Hemos podido determinar la existencia de transcritos
de NOS no solo en el tejido mamario, sino también en los acini aislados por tratamiento

con colagenasa (ver material y métodos) de ratas lactantes control.
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Figura 15. Expresion del mRNA de eNOS, iNOS y nNOS en glandula mamaria de
rata lactante. Mediante RT-PCR se ha determinado la presencia de transcritos de las
tres isoformas de NOS en el tejido mamario de ratas lactantes control asi como en las

células secretoras aisladas de dicho tejido.

2.1.2. Determinacion de las isoformas de NOS en la glandula mamaria por

inmunotransferencia.

Las isoformas de iNOS (122 kDa) y eNOS (152 kDa) que han
inmunorreaccionado con los anticuerpos anti-iNOS y anti-eNOS, respectivamente, se
han detectado en extractos de glandula mamaria de rata lactante control, asi como en
acini aislados de la misma (figura 16). En ambos casos aparecen algunas bandas
inmunoreactivas mas; esto podria deberse a productos de degradacion de iNOS y eNOS,

producidos durante la preparacion de las muestras debido a la presencia de proteasas. En
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el caso de nNOS, la expresion de esta isoforma es mucho menor en el tejido mamario
teniéndose que recurrir a condiciones de incubacion del anticuerpo primario de 24 horas
asi como a tiempos de exposicion muy prolongados; por todo ello, es de suponer que las
cantidades de esta proteina que se expresan en este tejido son infimas y su contribucion

a la sintesis de NO constitutivo, minima.
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Figura 16. Analisis mediante inmunotransferencia de las tres isoformas de NOS.
Los extractos totaesl de proteinas (20ug de proteina/ pocillo) aislados de tejido
mamario de ratas en el pico de la lactancia o de acini aislados de ratas lactantes
fueron analizados mediante inmunotransferencia utilizando los siguientes anticuerpos:

iNOS, eNOS y nNOS. La a-tubulina se empleo como control de carga.

2.2. Modificaciones en los niveles de proteina de las distintas isoformas
de NOS durante la involucion de la glaindula mamaria y tras el

tratamiento con BSO.

Los niveles de proteina que han reaccionado frente al anticuerpo contra iNOS
estan notablemente aumentados 8 horas después de separar las crias de la madre (figura
17), mientras que la expresion de eNOS es aparentemente menor en el control que en el
destete de 24 horas. Algo similar ocurre tras el tratamiento de ratas lactantes con BSO
durante dos dias, si bien el aumento en iNOS no es tan elevado. Estd disminucion en la

regulacion de eNOS por iNOS ya ha sido descrita en estudios previos; no solo para
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eNOS en cultivos de células endoteliales de venas coronarias bovinas (Lu y cols., 1996)
y células glomerulares de rata (Schwartz y cols., 1997) sino también para nNOS en el
musculo esquelético de cobaya. Es posible que se produzca una autoinhibicién por el

NO a través de complejas interacciones entre las distintas isoformas de NOS.
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Figura 17. Analisis por inmunotransferencia de los niveles de las distintas
isoformas de NOS en glandula mamaria de rata lactante en distintas situaciones.
Extractos totales de proteinas (50ug de proteina/ pocillo) aisladas de tejido mamario
de ratas lactantes control (C), sometidas a destete de 8 y 24 horas (D 8h y D 24h,
respectivamente), sometidas a destete de 24h y posterior resuccion (D+R 24h) y
tratadas con BSO fueron empleados para hacer una inmunotransferencia con
anticuerpos especificos contra eNOS, iNOS y nNOS. La o-tubulina se empleé como
control ya que sus niveles no varian en las distintas situaciones estudiadas. La figura es

representativa de tres experimentos diferentes.

2.3. Determinacion de nitritos por fluorescencia en la glandula

mamaria.

El NO producido se ha determinado cuantificando sus metabolitos, nitrato y
nitrito en el tejido mamario. La cantidad de NO producido por la glandula mamaria en
el pico de la lactancia es considerablemente inferior al NO producido en dicho tejido

durante la involucion del mismo, como se observa al determinar por fluorescencia la
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cantidad de nitrito formado a partir del NO. Al separar las crias de la madre se produce
un aumento en la produccion de NO, viéndose disminuido si se produce la resuccion por
parte de las crias y la lactancia continua. Este aumento en la secreciéon de NO en la
glandula mamaria también ocurre si se trata a la rata lactante con BSO, aunque en

menor medida que tras un destete.

Determinacioén de nitritos
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Figura 18. Niveles de nitritos determinados por fluorescencia en glindula
mamaria. La cantidad de NO producida por la glandula mamaria de ratas lactantes
control, sometidas a destete de 8 y 24 horas o a destete y posterior resuccion y de ratas
lactantes tratadas con BSO ha sido determinada al cuantificar los niveles de nitratos y
nitritos, productos del metabolismo del NO. Como se observa en el grdfico, la
produccion de NO esta significativamente aumentada tras el destete y revierte a valores

control después de la resuccion.

2.4. Nitracion de proteinas.

Una de las consecuencias de la produccion de NO es la formacion de especies
derivadas mas reactivas, tales como el peroxinitrito (ONOO"), generado por la reaccion
del NO con el radical superoxido. A su vez, el peroxinitrito formado puede reaccionar
con residuos de tirosina, produciendo la nitracion de determinadas proteinas lo que
conlleva a una alteracion de la funcion de estas proteinas nitradas en las diferentes vias

de transduccion en las que estan implicadas (Greenacre y Ischiropoulos, 2001).
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Anteriormente se ha determinado que durante la involuciéon de la glandula
mamaria, al separar las crias de la madre, se produce un aumento de iNOS y por tanto
una mayor produccion de NO en el tejido mamario. La consecuencia directa de este
aumento de NO es la nitracion de proteinas, al afiadir un grupo NO," a un residuo de
tirosina. Mediante inmunotransferencia hemos observado que tras el destete se induce la

nitracion de residuos de tirosina en diferentes proteinas (figura 19).

NO-tirosina

D 8h
D 24h.

Figura 19. Analisis por inmunotransferencia empleando un anticuerpo contra
nitrotirosina de extractos de proteina total de glandula mamaria en distintas
condiciones. Los extractos totales de proteinas (50ug proteina /pocillo) de glandula
mamaria de rata lactante control (C), sometida a destete de 8 y 24 horas (DSh. y
D24h), a destete de 24 horas y posterior reduccion (D+R 24h.) y tratadas con BSO se
sometieron a electroforesis de poliacrilamida-SDS y se realizo la deteccion con un
anticuerpo anti-nitrotirosina. El anticuerpo contra la o-tubulina se empleo como

control de carga.
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3. ESTUDIOS DE PATRONES DE EXPRESION GENICA
MEDIANTE MICROARRAY CHIPS.

Dado que los cambios observados durante el destete, que conducen a la muerte
de las células epiteliales y a una remodelacion de la glandula mamaria, también se
producen cuando la disponibilidad de GSH en este tejido esta disminuida hemos querido
determinar los patrones de expresion génica que pueden sufrir cambios en el tejido
mamario durante la involucidon del mismo. Para definir estos cambios transcripcionales
hemos empleado cDNA “microarrays”, que nos han permitido comparar los mRNAs de
acini aislados de glandula mamaria de ratas lactantes control, de ratas sometidas a un

destete de 8 horas y de ratas tratadas con PPG.

Control Destete 8h. PPG 3d.

Figura 20. Imagen representativa de tres microarrays realizados para el estudio de
los patrones de expresion de las distintas condiciones. Los “gene chips” de
Affymetrix se han utilizado para comparar ~9000 transcritos en acini aislados de
glandula mamaria de rata lactante (control), de rata sometida a un destete de 8 horas y
de rata tratada con PPG. Se han realizado tres experimentos de cada una de las

condiciones.

3.1. Clasificacion de los genes que se expresan diferencialmente en el

destete de 8 horas o tras el tratamiento con PPG.

RNA total de acini aislados de glandula mamaria se sometié a la técnica del

“Microarray chip” para estudiar cambios en la expresion de genes que ocurren en este
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tejido a las 8 horas de destete, cuando la acumulacion de leche y determinados factores
hormonales favorecen la apoptosis de los acini y la involucion de la glandula mamaria.
Del mismo modo, también se ha querido estudiar los cambios en la transcripcion de
genes en la glandula mamaria de ratas tratadas con PPG, ya que, como se ha visto
anteriormente, este inhibidor de la y-cistationasa hepética también induce la apotosis en
los acini de la glandula mamaria. Asi pues, esta técnica permite comparar cada una de
las dos situaciones con el patron de expresion existente en los acini de la glandula
mamaria de una rata en el pico de la lactancia (control). En cada uno de los andlisis
realizados, unicamente aquellos genes cuyos niveles de mRNA aumentaron o
disminuyeron 1.5-veces o mas con respecto al control, en los tres experimentos, se
consideraron como genes con una expresion diferencial. De los 9000 genes existentes
en el array, inicamente vario la expresion de aproximadamente un 2-3%. El listado de
estos genes fue procesado empleando un software especifico “NetAffyx Analisis center”
de Affymetrix, que permite la clasificacion de los genes estudiados segun el proceso

bioldgico en el que estdn implicados (figura 21).

Destete 8 horas vs Control

E Aumentados B Disminuidos

N° genes
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B Aumentados B Disminuidos

N° genes

Figura 21. Clasificacion segin el proceso bioldégico, de aquellos genes que se
expresan diferencialmente en el destete de 8 horas y el tratamiento con PPG frente

al control.

El resultado del analisis queda plasmado en las siguientes tablas en las que se
han clasificado los genes que estdn aumentados o disminuidos en funcion del proceso
biologico y de la tasa de variacion, tanto en la comparacion entre un destete de 8 horas y
un control lactante (tabla 4) como en el tratamiento con PPG frente a un control (tabla

5).

Tabla 4.- Cambios en los niveles de transcripcion de genes concretos tras el destete
de 8 horas. Clasificacion de genes que se encuentran aumentados o disminuidos mas
de 1.5 veces comparando el destete de 8 horas con respecto al control, en los tres
experimentos realizados de forma independiente. Los genes subrayados varian su

expresion tanto en el destete como en el tratamiento con PPG.

B * Genes aumentados entre 1-2 veces. B * Genes disminuidos entre 1-2 veces.
B ** Genes aumentados entre 2-3 veces. B #* Genes disminuidos entre 2-3 veces.
[ ##* Genes aumentados mas de 3 veces. B+ Genes disminuidos mas de 3 veces.
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Proceso biologico Aumentados Disminuidos
Comunicacion y
matriz extracelular

-Protein kinase C, delta* -Syndecan 2*

-Villin 2* -Tenascin C*

-GTP-binding protein (G- | -Reversion _induced LIM

alpha-i2)*

gene* ¥

-Cholinergic receptor,

~Occludin® muscarin 4%%*
-Latexin®* -Transferrin receptor***
ISP e oL 1)L AU
Muerte celular -Caspasa 6* -Akt 1*
-Programmed cell death
10; apoptosis related
protein 15***
i | 2D Moantigen”
Metabolismo -Myristoilated alanine rich | Akt 1%
protein kinase C substrate*
-Hairy and enhancer of -Dihydrolipoamide
split 1 (Drosophila) ** acetyltransferase*

-Activating transcription
factor 3**

-Succinate-CoA ligase,
GDP-forming, alpha
subunit*

-Glutamine synthetase 1**

-Carnithine
palmitoyltransferase 2*

-Carbonic anhydrase 2***

-Gamma-glutamyl
transpeptidase*

-Pyruvate dehydrogenase
E1 component  subunit*

-Prohibitin*

-Fatty acid synthase*

-Beta-galactosidase*

-Ornithine decarboxylase
antizyme inhibitor**

-Glutamate oxaloacetate
transaminase 1**

-Solute carrier family 25,
member 1**

-Ectonucleotide
pyrophosphatase/
Phosphodiesterase 2**

-Pyruvate carboxylase**

-NAD(P)H dehydrogenase,
quinone 1***

-Arginase type IT***

-Fatty acid CoA ligase, long
chain 2***
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-Acetyl-CoA carboxylase**

Proceso biologico Aumentados Disminuidos

Crecimiento y
diferenciacion celular

-Kruppel-like factor 4* -Akt 1%

-Myeloid associated
differentiation marker*

-Lyn protein non-receptor
kinase*

-Dual specificity
phosphatase 6*

-Nuclear factor of kappa
licht chain gene enhancer
in B-cells inhibitor, alpha*

Respuesta a -MHC class 1b RT1 gene,
estimulos externos locus M3 (RT1-M3)*

-MHC class Ib RT1.S3**

Transporte y binding “Hemoglobin, alpha 1* -Solute carrier family 1. -
’ member 2*
-Hemoglobin beta chain -Solute carrier family 5,
complex* member 1*
-ATP-binding cassette, -Golgi SNAP receptor
subfamily D, member 3* complex member 2*

-Translocase of inner

-Mucin 1* . .
mitochondrial membrane*

-Guanine nucleotide
-Zinc finger protein 36* binding protein, beta 4
subunit*

-Adenylate kinase 3** -FK506 binding protein 4

-p105 coactivator®

-Fatty acid binding protein

3***

-ATPase, Ca™ transporting,
plasma membrane 2%**

Morfogénesis -Heat shock protein 90*
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Tabla 5.- Cambios en los niveles de transcripcion de genes concretos tras el

tratamiento con PPG. Clasificacion de genes que se encuentran aumentados o

disminuidos mas de 1.5 veces comparando el tratamiento con PPG con respecto al

control, en los tres experimentos realizados de forma independiente. Los genes que

aparecen subrayados son comunes al tratamiento con PPG y al destete.

Proceso biologico

Aumentados

Disminuidos

Comunicacion y
matriz extracelular

-Diphteria toxin receptor*

-Actinin alpha 2 associated
LIM protein*

-Occludin®

-Collagen, type 1, alpha 1*

-Villin 2*

-Integral membrane
associated protein 1**

-Sortilin 1*

-Reversion induced LIM
gene***

-Protein kinase C-like 1**

-Decorin**

-Matrix metalloproteinase
14*

-Defender against cell death
1 (dadl)*

-CD 14 antigen**

Crecimiento y
diferenciacion celular

-Interferon regulatory
factor 1*

-Transcription elongation
factor (SIII) polypeptide 2*

-Kruppel-like factor 4*

-Thymosin beta-4*

-Immediate early gene
transcription factor
NGFI-B*

-Nuclear factor of kappa
licht chain gene enhancer in
B-cells inhibitor, alpha*

-Mitogen activated protein
kinase Kkinase Kinase 12**

-y- m)' C keksk

-Jun D proto-oncogene***

Respuesta a
estimulos externos

-MHC class Ib RT1 gene,
locus M3 (RT1-M3)*

-Thymus cell antigen 1**

-Complement receptor
related protein*

-CD74 antigen*

-MHC class II RT1.u-D-
alpha chain*

-Complement component 1,
q subcomponent**

-MHC class Ib RT1.S3**
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Proceso biologico

Aumentados

Disminuidos

Metabolismo

-Mannosyl-glycoprotein
beta-1,2-N-acetyl
glucosaminyltransferase®

-Succinate-CoA ligase,
GDP-forming, alpha
subunit*

-Cytosolic cysteine
dioxygenase 1*

-Ornithine decarboxylase
antizyme inhibitor*

-Phosphatidate -Aldo-keto reductase family
phosphohydrolase type 2a* | 1, member A1*
-Peptidylglycine alpha- -Cytochrome ¢ oxidase,
amidating monooxygenase* | subunit VIIIa*

-Activating transcription -Glutamate oxaloacetate
factor 3* transaminase 1*

-Early growth response 1* | -Transketolase*

-Hairy and enhancer of -Gamma-glutamyl

split 1 (Drosophila)** carboxylase*

-p21-activated kinase 2** -Alkaline phosphatase*

-Guanine deaminase**

-Sepiapterin reductase*

-Acetyl-CoA -Stearoyl-CoA desaturase
dehydrogenase, long- 9%

chain**

-GTP cyclohydrolase 1** -Aldolase C**
-Cysteine-sulfinate -Dihydrolipoamide
decarboxylase** acetyltransferase**
-2,4-Dienoyl CoA reductase | -Acetyl-CoA C-

1, mitochondrial*** acetyltransferase**
-Carnitine -Calcium/calmodulin-
palmitoyltransferase 1, dependent protein Kkinase
liver*** II**

-Sulfotransferase family
1A, member 1%**

-Fatty acid elongase**

-Acyl-CoA:
dihydroxyacetonephosphate
acyltransfersae***

-Ectonucleotide
pyrophosphatase/ -
Phosphodiesterase 2**

-Phospholipase A2, group

VI**

-Phosphoglycerate  Kkinase
1 *kk

-Farensyl diphosphate
synthase***

-Solute carrier family 25,
member 1***

-Sterol-C4-methyl oxidase-

like***

-Galactose-4-epimerase,
UDP#***

-Stearoyl-CoA desaturase
1 k%

-Acetyl-CoA carboxylase***
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Proceso biologico

Aumentados

Disminuidos

Morfogénesis -Heat shock protein 90* -Actin alpha 1%**
-Transforming growth . .
factor, beta 1* -Actin gamma 2
_________________________________________________________________________ -Transgelin™**
Transporte y binding -Clathrin-associated protein

-Apolipoprotein E*

17*

-Zinc finger protein 36*

-Solute carrier family 9,
member 4*

-Adenylate kinase 3*

-Golgi SNAP receptor

complex member 2*

-Fatty acid binding protein
4*

-Phosphatidyilethanolamine
binding protein*

-GTP-binding protein*

-Solute carrier family 1,

member 2**

-Metallothionein*

-p105 coactivator**

-Lectin, galactose binding,
soluble 3*

-Endoplasmic reticulum
protein 29**

-Brain acidic membrane
protein 1**

-Oncomodulin***

-Cold inducible RNA-
binding protein**

-Aquaporin 3***

-Solute carrier family 17
(vesicular glutamate
transporter)***

Estrés oxidativo

-Catalase*

-Glutathione peroxidase 3*

-Glutathione peroxidase
1 k%

-Glutathione S-transferase,
alpha 1**

-Microsomal glutathione S-
transferase 1%**

B * Genes aumentados entre 1-2 veces.

B ** Genes aumentados

[ ##* Genes aumentados mas de 3 veces.

entre 2-3 veces.
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DISCUSION

1. LA INVOLUCION DE LA GLANDULA MAMARIA DE RATA
LACTANTE COMO MODELO DE APOPTOSIS: IMPORTANCIA
DEL FLUJO INTERTISULAR DE GSH.

El mantenimiento de la diferenciacion del epitelio mamario y de la produccion
de leche durante la lactancia es una consecuencia de la succion de la leche por parte de
las crias y de la presencia de hormonas lactogénicas, particularmente prolactina,

insulina, glucocorticoides, hormona del crecimiento y estrogenos.

Tras el destete los cambios de estas hormonas lactogénicas y la acumulacion de
leche conducen a la involucion de la glandula mamaria, un proceso fisiologico que se
caracteriza principalmente por tres eventos: 1) cesa la sintesis de macromoléculas y la
expresion de genes que codifican proteinas de la leche, ii) pérdida de células epiteliales
por apoptosis y iii) remodelacion del tejido y preparacion de la glandula mamaria para

un nuevo embarazo (Marti y cols., 1999; figura 22).

5
£ Inicio lactancia Final lactancia Involucion post-
lactancia
Proliferacion celular®| Proliferacion celular$ Proliferacion celular“
g Adipocitos*
-% Células epiteliales secretoras{
. Apoptosis ¢ ApoptosisT
g Apoptosism
<
§ Metaloproteinasas de | Metaloproteinasas de Metaloproteinasas de la
_ la ME m la ME ¢ ME m
-§ Némero células 4 Numero células i, Numero células l,
= ., Tamaio alvedlos { Regresion alveolar?
S Produccién de leche 4
é’ Produccion de lechei, Remodelacion ME T

Figura 22. Procesos clave en el desarrollo y la remodelacion del tejido mamario
durante la lactancia y en la involucion. Las flechas indican la actividad relativa de los

procesos entre las distintas fases. ME: Matriz extracelular.
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Durante la involucion de la glandula mamaria un 90% del epitelio mamario
muere por apoptosis y los adipocitos reemplazan dicho tejido. Walker y sus
colaboradores (1989) demostraron que la involucion del tejido mamario tanto en rata
como en raton se acompafia de una ruptura de la cromatina en fragmentos
oligonucleosomales, una de las caracteristicas bioquimicas de la apoptosis (Wyllie y
cols., 1980). Dado que el destete produce la involucién de la glandula mamaria hemos
querido confirmar que en nuestro modelo también se produce muerte de los acini por
apoptosis, para lo cual, realizamos una electroforesis del DNA genomico aislado del
tejido mamario de ratas lactantes y ratas sometidas a destete de diferentes horas. Como
se observa en la figura 9, a las 8 horas de producirse el destete ya existe fragmentacion
del DNA debido a la activacion de nucleasas por accidon de las caspasas, lo que genera

el tipico patron en escalera del DNA.

Se han descrito dos vias diferentes de apoptosis, la via de los receptores de
membrana y la via mitocondrial. Las mitocondrias estan implicadas en el proceso
apoptotico, ya que se producen una serie de cambios en el potencial de membrana y en
la membrana mitocondrial externa que aumentan la permeabilidad de la misma
(Kroemer y cols., 1997), favoreciendo la salida de proteinas mitocondriales, como el
citocromo ¢ y determinadas procaspasas, al citoplasma. Este proceso es inhibido por la
presencia de proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2 (Zamzami y cols., 1998). El
citocromo c¢ liberado forma un complejo con factores citoplasmaticos y activa la
caspasa-9, que a su vez desencadenara la activacion de otras caspasas, lo que constituye
la fase efectora de la apoptosis. En este contexto, podemos considerar la liberacion de
citocromo ¢ como un marcador especifico de la via mitocondrial en la PCD (Zamzami y
cols., 1998; Gémez-Lechon y cols., 2002). En nuestro modelo hemos observado que a
partir de 2 horas de destete esta proteina se detecta en extractos citosolicos de glandula
mamaria (figura 8) lo que nos permite implicar a la via mitocondrial en el proceso de
apoptosis de las células secretoras del tejido mamario. La liberacion de citocromo c es
un proceso muy rapido; Renz y cols. (2001) han detectado la presencia de esta proteina
en el medio de cultivo una hora después de la induccion de la apoptosis en células
Jurkat. En nuestro caso, este proceso precede a los cambios que acontecen a nivel
nuclear ya que ocurre a las dos horas de iniciado el destete, mientras que la escalera de
DNA no se observa hasta las 8 horas por lo que la liberacion de citocromo ¢ puede

considerarse como un marcador temprano de PCD.
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Un adecuado abastecimiento de GSH a la glandula mamaria es esencial durante
la lactancia. En este periodo, la glandula mamaria necesita cantidades elevadas de L-
cisteina que deben ser abastecidas a través del torrente sanguineo, ya que la glandula no
expresa y no tiene actividad y-cistationasa. Sin embargo, los valores de captacion de L-
cisteina y de L-cistina por la glindula mamaria son mucho mas bajos que la
disponibilidad y utilizacion de GSH total por este tejido, por lo que podemos decir que
el GSH es la fuente mas importante de L-cisteina (Barber y cols., 1999). Existen datos
que evidencian que la utilizacion de GSH en la glandula mamaria lactante esta mediada
por la GGT (Baumrucker y cols., 1981). Existe una relacién inversa entre las
actividades de la GGT y de la y-cistationasa, por lo que se produce un flujo intertisular
de GSH desde los tejidos con baja actividad de la GGT hacia el plasma, y de este
compartimiento hacia los tejidos con alta actividad de la GGT (figura 7). La glandula
mamaria durante la lactancia presenta la actividad de la GGT muy incrementada y sin
embargo no se detecta actividad para la y-cistationasa, por lo que el GSH plasmatico
debe ser utilizado por la GGT y los aminoacidos generados transportados al interior
celular, donde se emplearan en la sintesis de proteinas y de GSH intracelular (figura 6).
Tras el destete, la actividad de la GGT en la gldndula mamaria desciende a valores
significativamente menores que en ratas lactantes control (Vifia y cols., 1981) y, por
tanto, la utilizacion de GSH y el abastecimiento de L-cisteina estardn disminuidos

durante la involucién de la glandula mamaria.

Existen numerosos estudios que destacan el papel del estrés oxidativo y los
radicales libres en la induccion de la apoptosis; la generacion de estos ultimos o la
deplecion de antioxidantes en la célula inducen apoptosis (Polyak y cols., 1997). Es
interesante destacar que estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado,
empleando la glandula mamaria durante el destete como un modelo in vivo de apoptosis,
que existe un dafo oxidativo en el DNA mitocondrial (mtDNA) mas elevado en células
apoptoticas que en control (Esteve y cols., 1999). De igual forma, los niveles de GSSG
en las mitocondrias de la glandula mamaria también estan elevados en la apoptosis y se
ha demostrado la existencia de una relacion directa entre la oxidacion del mtDNA vy el
cociente GSSG/GSH mitocondrial, por lo que podemos considerar que el estrés
oxidativo mitocondrial juega un papel clave en la induccion de la maquinaria apoptotica

(Esteve y cols., 1999). El cociente GSSG/GSH en muestras de tejido, también es un
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indicador de estrés oxidativo; cuando se estudia dicho cociente en la glandula mamaria,
los valores estan elevados durante el destete con respecto a los valores en el pico de la
lactancia y la oxidacion del GSH precede a la fragmentacion del DNA nuclear (Hall,

1999).

El GSH es necesario para el mantenimiento de la produccion lactea (Barber y
cols., 1999); en la presente tesis se ha demostrado que, cuando se produce una
disminucién in vivo en la disponibilidad de GSH en la gldndula mamaria (tabla 1), bien
por inhibicién de la transulfuracion hepatica, empleando un inhibidor irreversible de la
Y-cistationasa, el PPG, o bien por inhibicion de la y-glutamilcisteina sintetasa con BSO,
la produccion de leche cae significativamente (tablas 2 y 3) y las células secretoras del
tejido mamario mueren por apoptosis, al igual que ocurre tras un destete forzado, como
hemos comprobado al determinar que existe fragmentacion del DNA tras el tratamiento
con PPG o con BSO (figura 9) y que se produce la salida de citocromo c al citosol en
ratas tratadas con PPG (figura 8). Estos resultados resaltan la importancia de la
disponibilidad de GSH en la glandula mamaria no s6lo como fuente de L-cisteina,
necesaria para el mantenimiento de la lactancia, sino también para el mantenimiento de
los grupos tioles de las proteinas y por su papel antioxidante per sé ya que al inicio de la
apoptosis se genera una mayor cantidad de peroxidos en la mitocondria (Esteve y cols.,
1999) y de otras especies altamente reactivas que pueden ser neutralizadas por los
antioxidantes celulares como el GSH. En la literatura, existen evidencias que relacionan
los niveles de GSH y la apoptosis (Pias y Aw, 2002). En distintos modelos in vitro se ha
observado que la disminucion de los niveles de GSH empleando BSO, que inhibe la
sintesis intracelular de GSH, conduce a la liberacion del citocromo ¢ mitocondrial, a
una mayor produccion de ROS y a la apoptosis de la célula, por lo que el mantenimiento
de la homeostasis redox en la célula es crucial para evitar la PCD, estando implicada la

via mitocondrial (Swamy y Huat, 2003; Honda y cols., 2004).

2. CAMBIOS GENICOS QUE SE PRODUCEN EN LA GLANDULA
MAMARIA DURANTE LA INVOLUCION Y CUANDO EXISTE UN
DEFICIT DE GSH EN RATAS LACTANTES.

2.1. Cambios en la expresion de p53 y genes relacionados.
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La involucion que se produce en la glandula mamaria tras la lactancia es un
fendémeno muy bien caracterizado, por lo que proporciona un excelente sistema para
estudiar la expresion y funcion de los genes que regulan el proceso de apoptosis. La
involucion del tejido mamario tiene lugar a través de dos etapas diferentes; en la primera
se produce la muerte celular programada de las células alveolares, pero no existe
remodelacion de la estructura lobulo-alveolar. Durante la segunda fase la estructura
l6bulo-alveolar de la glandula desaparece, ya que distintas proteasas degradan la
membrana basal y la matriz extracelular (Lund y cols., 1996; Li y cols., 1997a). En
ambas etapas se producen cambios caracteristicos en la expresion de determinados genes
que coordinan cada uno de estos procesos. Al acumularse leche en el tejido se induce la
expresion de los genes denominados de respuesta inmediata (e.g. myc, fos o jun) y de
genes asociados al ciclo celular. En la primera fase existen cambios en la expresion de
p53 y bax (Quarrie y cols., 1996; Jerry y cols., 1999). Tras la fase inicial de la apoptosis
aumenta la expresion de las metaloproteinasas y existen cambios en la expresion de la
estromelisina-1 y del TIMP-2 (Quarrie y cols., 1996), todo esto marca una segunda fase
de la involucién que permite la remodelacion de la arquitectura ductal (Lund y cols.,

1996).

El p53 juega un papel importante en la regulacion de la apoptosis, sin embargo,
el papel del p53 en la involucion de la glandula mamaria no esta del todo esclarecido, ya
que la involucién ocurre normalmente en ratones “knockout” para p53 (Chapman y
cols., 1999) si bien sucede mas tardiamente, lo que sugiere que existe un mecanismo
independiente de p53 en la involucion definitiva e irreversible del epitelio mamario
(Jerry y cols., 2002). El gen p53 se encuentra transcripcionalmente activado durante la
involucion de la glandula mamaria. En las figuras 10 y 11 la expresion de p53, valorada
mediante RT-PCR e inmunotransferencia, confirma estudios previos (Strange y cols.,
1992; Quarrie y cols., 1996; Jerry y cols., 1999) en los que la expresion de este gen
aumenta tras 24 horas de destete. En la presente tesis se observa como los niveles de
p53, tanto a nivel del mRNA como de la proteina, se encuentran aumentados tras un
destete de 2 horas y se mantienen elevados en condiciones de destete mas prolongadas
(figuras 10 y 11), por lo que este gen puede ser responsable de los cambios que
acontecen al inicio del destete. Es importante destacar que el aumento del p53 en las
primeras horas del destete es previo a la degradacion del DNA nuclear que comienza a

las 8 horas (figura 9); el p53 actuaria como un estimulo proapoptotico que puede verse
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frenado si las crias reinician la succion favoreciendo el mantenimiento de la lactancia.
Todo esto pone de manifiesto que el proceso de apoptosis en el tejido mamario esta
funcionando continuamente durante la lactancia y que debe existir un equilibrio entre
los factores de supervivencia celular y los factores proapoptéticos, de modo que al
producirse la interrupcion de la lactancia se activarian estos Ultimos y se desencadenaria
la PCD de las células secretoras. Sin embargo, la interrupcion de la lactancia no es
irreversible; los ratones pueden recuperar la sintesis de leche tras 48h de acumulacion
de la misma, pero tras 72h la recuperacion ya es muy incompleta. Una acumulacién de
leche prolongada eliminaria la expresion diferencial de genes e induciria apoptosis de
las células epiteliales (Wilde y cols., 1997). Por tanto, el que se produzca una
recuperacion de la lactancia indica que las células supervivientes presentan un potencial
para reinducir la expresion de genes, por lo que sera el numero de células el que
determine finalmente hasta que punto se recupera la produccion lactea (Stefanon y cols.,

2002).

Una diana del p53 es p21, un inhibidor de las kinasas dependientes de ciclinas
(Cdks) (El-Deiry y cols., 1993; Muraoka y cols., 2001). Los niveles de p21™2" CiP!,
tanto a nivel de mRNA como de proteina, aumentan en la glandula mamaria de ratas
sometidas a destetes de 2, 4, 8, 24 y 72 horas (figuras 10 y 11), con un incremento
similar al observado para p53, lo que sugiere que p21 puede ser un gen sobre el que

actuaria p53 como factor de transcripcion. Esta proteina, junto con p27Ki1°1

que también
estd incrementada tras el destete (figura 11), pertenece a la familia de las proteinas
Cip/Kip; el papel exacto que juegan en la apoptosis todavia es desconocido, sin
embargo, podrian ser necesarios para la induccion temprana de la misma (Duttaroy y

cols., 1997).

Otros genes que también se encuentran activados durante las fases iniciales de la
apoptosis son JNK y c-Jun (figuras 10 y 11). Se ha descrito una implicacién de JNK en
la apoptosis durante la involucion de la glandula mamaria (Marti y cols., 1999). Una vez
activada, esta kinasa puede actuar sobre distintos substratos, siendo el mayoritario c-
Jun, cuya fosforilacion por JNK incrementa su actividad; pero ademas, entre otros
substratos de JNK también encontramos miembros de la familia Bcl-2 (Davison y cols.,
2004). Entre los genes que se activan al inicio de la involucion se encuentran algunos

pertenecientes a las familias de jun y fos. Las proteinas Fos y Jun, junto con proteinas
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de la familia ATF/CREB, forman el factor de transcripcion dimérico AP-1 que reconoce
y se une a secuencias de DNA especificas, denominadas TRE (TPA response element) o
CRE (cAMP response element) que se localizan en la region promotora y/o
amplificadora de numerosos genes (Shaulian y Karin, 2001). En la glandula mamaria, la
expresion de jun y fos y la capacidad del factor AP-1 de unirse al DNA estan inducidas
por senales locales, ya que se ha observado que un destete unilateral, sellando las
glandulas mamarias de un lado, es suficiente para producir un aumento en la expresion
de AP-1 (Marti y cols., 1999). Tras el destete, numerosos genes pueden verse
directamente regulados por el factor de transcripcion AP-1; ademas de miembros de la
familia fos y jun, la estromelisina, Bax y la ciclina D son posibles candidatos. De hecho
la estromelisina, que estd regulada por AP-1, es una metaloproteinasa cuya expresion
esta inducida al final de la involucion, en el momento en que se produce la degradacion
de la matriz extracelular. Sin embargo, AP-1 puede actuar como pro- o antiapoptético,
dependiendo de la composicion del dimero, del tipo celular o de la sefial inductora de

muerte celular (Metcha-Grigoriou y cols., 2001).

Los cambios observados en el p53 y en los genes relacionados durante el destete
de diferentes horas también se reproducen al inhibir la via de la transulfuracion hepatica
con PPG (figuras 12 y 13) y al disminuir la disponibilidad de GSH en la glandula
mamaria inhibiendo la y-glutamilcisteina sintetasa, con BSO (figura 14). El incremento
de p53 y de otras proteinas implicadas en la detencidn del ciclo celular como p21waﬂ/ Cipl
y p27Kip !,y de proteinas que podrian tener una funcién proapotética como c-Jun y JNK,
es menos marcado en ratas tratadas con PPG o con BSO, comparado con el incremento
que se produce tras un destete. Sin embargo, si que es significativo al compararlo con
ratas control en el pico de la lactancia y serian estos cambios génicos los responsables de
la apoptosis que previamente habiamos detectado. De hecho, en un modelo de apoptosis
inducida por triéxido de arsénico se ha visto que se produce una activacion de JNK y
ademas, si se deplecionan los niveles de GSH con BSO dicha activacion es todavia mas
acusada (Davison y cols., 2004). Estos resultados resaltan lo importante que es mantener
los niveles de GSH en la glandula mamaria durante el periodo de produccion de leche

para el desarrollo de las crias.
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2.2. Estudio de los patrones de expresion génica en la involucion de la

landula mamaria mediante “microarray chips”.
y

En los ultimos afios la técnica del “microarray” de oligonucledtidos ha
demostrado ser una valiosa herramienta para determinar la expresion de varios miles de
genes en una sola hibridacion. En el afio 2000, Master y sus colaboradores emplearon
los “microarrays” para identificar diferentes vias metabolicas y procesos celulares
durante el desarrollo de la glandula mamaria del ratén (Master y cols., 2000). En
nuestro caso hemos empleado los “microarrays” de Affymetrix para investigar la
expresion transcripcional de unos 9000 genes al inicio de la involucion de la glandula

mamaria y tras el tratamiento con PPG.

2.2.1. Genes implicados en la apoptosis.

Anteriormente se ha mencionado que tras el destete se produce apoptosis en la
glandula mamaria de rata lactante (Marti y cols., 1999). Por otro lado, en la presente
tesis se ha demostrado que la inhibicion de la trans-sulfuracién hepatica con PPG
también genera apoptosis; por tanto no es extrafio que aparezcan genes implicados en la
muerte celular al realizar el analisis gendmico con los “microarray”. En el destete
encontramos aumentada la caspasa-6, una proteasa considerada como “efectora” de la
apoptosis asi como otras proteinas pro-apoptoticas como el antigeno CD14 que esta
implicado en la fase de degradacién celular ya que facilita el reconocimiento de la
célula apoptotica por los macréfagos encargados de fagocitarla (Platt y cols., 1998).
Este descubrimiento esta en concordancia con otros estudios (Clarkson y cols., 2004;
Stein y cols., 2004) en los que también se ha empleado la técnica del “microarray” de
Affymetrix para identificar los genes implicados en la involucion de la glandula
mamaria. Los resultados obtenidos por ambos grupos ponen de manifiesto la existencia
de una respuesta inmune en la glandula mamaria produciéndose un aumento en
mediadores proinflamatorios y citokinas durante la involucion. Estos mediadores
inducen la activacion de neutrofilos y macrofagos lo que explicaria el aumento en la
expresion de genes como CD14, una proteina de monocitos y macréfagos. En nuestro
estudio, tras el tratamiento con PPG también encontramos inducidos determinados

genes que codifican para proteinas pro-apoptdticas; vuelve a aparecer el antigeno CD14
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y también estd aumentada una metaloproteinasa (MMP 14), cuya funcion seria la de
degradar la membrana basal y la matriz extracelular durante la remodelacion del tejido
mamario (Wiseman y Werb, 2002). Otros genes proapoptoticos como JunD o TGF-B3,
también estan incrementados. Por el contrario entre los genes disminuidos encontramos
algunos antiapoptoticos o relacionados con la proliferacion celular, como el gen dad-1
(Defender against cell death) y Aktl que se encuentran disminuidos tras el tratamiento
con PPG y durante la involucion de la glandula mamaria tras la separacion de las crias

(Clarkson y cols., 2004).

2.2.2. Enzimas implicados en el metabolismo lipidico.

Durante la lactancia las adaptaciones fisiologicas y el incremento del flujo
sanguineo hacia la glandula mamaria hacen de este tejido uno de los mas activos en la
captacion de nutrientes circulantes, como puede ser glucosa, triacilglicéridos, acidos
grasos libres y aminoacidos (Robinson y Williamson, 1977; Vifia y cols., 1981; Vida y

Williamson, 1981; Williamson y cols., 1995; Vina y cols., 2001).

Con la técnica de “microarray” chips se estudia la regulacion de la expresion
génica de las distintas proteinas involucradas en las diferentes vias metabolicas como es
el caso de la glucdlisis y lipogénesis de novo que son imprescindibles en la glandula
mamaria para una lactancia normal. Mas del 50% de la D-glucosa captada por la
glandula mamaria durante la lactancia se transforma en lipidos mediante la lipogénesis
de novo, por lo tanto, en este proceso la glucoélisis estd muy activa (figura 23). El L-
piruvato formado entra en la mitocondria y mediante el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) se transforma en acetil-CoA. En nuestro estudio hemos visto que
la expresion de dos de las enzimas del complejo mitocondrial PDH estd disminuida
tanto en el destete como en ratas tratadas con PPG (subunidades PDHE1 y PDHE2).
Es interesante indicar que también estd disminuida la expresion de la piruvato
carboxilasa durante el destete y en ratas tratadas con PPG. Esta enzima es responsable
de las reacciones anapleroticas del ciclo de Krebs, proporcionando el oxalacetato
suficiente para condensarse equimolecularmente con acetil-coA y formar citrato, que
sale fuera de la mitocondria donde se desdobla en oxalacetato y acetil-coA para
comenzar la sintesis de lipidos. La expresion de la acetil-CoA carboxilasa y del

complejo acido graso sintasa, que son el conjunto de enzimas responsables de la
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sintesis de palmitoil-CoA desde el acetil-CoA citosoélico, también estd disminuida tanto
en el destete como en ratas en el pico de la lactancia tratadas con PPG. Hemos
observado que, pese a que las enzimas reguladoras de la glucolisis y de la lipogénesis de
novo a partir de glucosa (PDH vy acetil-CoA carboxilasa) tienen una regulacion a corto
plazo por modificaciones covalentes (fosforilacion/ desfosforilacion), durante la
involucion de la glandula mamaria se produce una regulacion a largo plazo que conlleva

la represion en la expresion de los genes que codifican para ambas enzimas.
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Figura 23. Lipogénesis de novo a partir de D-glucosa.

Los acidos grasos de los triacilglicéridos de la leche pueden originarse a partir de
la sintesis de novo en la glandula como hemos comentado en el parrafo anterior, siendo
el mayor precursor lipogénico la D-glucosa. Los lipidos que no son sintetizados por la
glandula tienen diversos origenes: i) lipidos de la dieta que circulan en forma de
quilomicrones, ii) triglicéridos hepaticos secretados en forma de VLDL (este proceso
esta activado en el pico de la lactancia) y iii) acidos grasos libres procedentes del tejido

adiposo blanco. Los triacilglicéridos circulantes (quilomicrones y VLDL) se dirigen
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especificamente hacia la glandula mamaria durante la lactancia ya que el aumento del
cociente prolactina/progesterona en sangre hace que la expresion de la lipoproteinlipasa
en el tejido adiposo se inhiba, mientras que en la glandula se active. Una vez los acidos
grasos se han hidrolizado por la lipoproteinlipasa entran en la célula donde se
transforman en 4&cidos graso-CoA por medio de la acido graso-CoA sintetasa, cuya

expresion estd disminuida en el destete y en las ratas lactantes tratadas con PPG.

Una vez sintetizados los acidos grasos se pueden elongar y desaturar y dos de las
enzimas responsables de estos procesos, acido graso elongasa y esteroil-CoA

desaturasa, también se encuentran disminuidas en ambas situaciones.

Todas estas observaciones ponen de manifiesto la importancia de la lipogénesis
durante la lactancia. Los resultados que hemos obtenido resaltan que se produce una
inhibicion de la lipogénesis durante la involucion de la glandula mamaria, ya sea tras un
destete o tras el tratamiento de las ratas lactantes con PPG. Estos datos concuerdan con
los estudios metabolicos clasicos que determinaron la lipogénesis in vivo en la glandula
mamaria de rata lactante midiendo la incorporaciéon de agua tritiada en lipidos
saponificados (Robinson y cols., 1978). Los resultados obtenidos mostraban que esta
via se encuentra muy activada en la glandula mamaria, si se compara con los datos a
nivel hepatico. Ademas, tras un destete de 24 horas o tras el tratamiento con BSO se
producia un descenso significativo en la incorporacioén de agua tritiada y por tanto en la

lipogénesis.

3. PAPEL DEL OXIDO NiTRICO EN EL DESTETE Y TRAS EL
TRATAMIENTO CON BSO.

El 6xido nitrico es un regulador importante en los sistemas nervioso, inmune y
cardiovascular. La sobreproduccion de NO esté relacionada con la inflamacion, artritis y
otras enfermedades y parece ser que esta molécula también tiene un papel importante en
el proceso carcinogénico y la progresion de tumores (Tamir y Tannenbaum, 1996). De
hecho, las isoformas de NOS se sobreexpresan en las lineas celulares de céncer de
pecho, y se correlacionan con metastasis (Duefias-Gonzalez y cols., 1997); del mismo

modo, un estudio reciente hecho en ratas lactantes demuestra que la reduccion de los
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niveles de NO, bien con agentes quelantes del mismo o con inhibidores de iNOS,

produce un menor desarrollo de tumores mamarios en ratas (Inano y Onoda, 2003).

Estudios previos de otros grupos han descrito la existencia de las tres isoformas
de NOS en la glandula mamaria de rata que podrian tener una funcion reguladora en el
desarrollo de la glandula (Onoda e Inano, 1998). No obstante, existen discrepancias en
cuanto a la distribucion y localizacion de las distintas isoformas en los diferentes tipos
celulares que constituyen el tejido mamario. Asi pues, lizuka y cols. (1998) describen la
existencia de NOS constitutivas (eNOS y nNOS) en la epidermis, glandulas sebaceas y
endotelio de los conductos galactoforos. También en las células musculares que rodean
los acini, responsables de la contraccion en respuesta a oxitocina, existe actividad NOS,
si bien no esta esclarecido de que isoforma se trata. En cambio, Onoda e Inano (1998)
han detectado, mediante inmunotransferencia e inmunohistoquimica, la presencia de las
tres isoformas, no so6lo en el endotelio de los vasos sanguineos que riegan la glandula,
sino también en el endotelio glandular del tejido mamario. Estos ultimos datos
concuerdan con nuestros resultados. En nuestro caso, hemos empleado RT-PCR (figura
15) e inmunotransferencia (figura 16) para determinar la presencia/ ausencia de las tres
isoformas de NOS tanto en tejido completo como en acini aislados de glandula mamaria
de rata lactante control. Los resultados obtenidos indican que las tres isoformas estan
presentes, si bien nNOS en menor cantidad que eNOS e iNOS ya que su deteccion ha

requerido ajustar mas las condiciones.

En la glandula mamaria de rata lactante hemos observado que existe un aumento
en los niveles de la proteina iINOS en aquellas condiciones en las que se estd
produciendo la involucion de la glandula mamaria (figura 17); este aumento en los
niveles de proteina es dependiente del tiempo de destete. En cambio los niveles de
eNOS estan disminuidos en el destete de 24 horas y tras el tratamiento con BSO (figura
17) por lo que parece existir una relacion inversa en la regulacion de ambas isoformas.
Esta disminucion en la regulacion de eNOS por iNOS ya ha sido descrita en estudios
previos; no s6lo para eNOS en cultivos de células endoteliales de venas coronarias
bovinas (Lu y cols., 1996) y células glomerulares de rata (Schwartz y cols., 1997) sino
también para nNOS en el musculo esquelético de cobaya. Se puede suponer que las

elevadas concentraciones de NO producidas por iNOS podrian autoinhibir las formas
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constitutivas de NOS in vivo resultando una situacion en la que iNOS estaria

sobreexpresada mientras que eNOS se veria inhibida, como ocurre en nuestro caso.

A diferencia de eNOS, que produce relativamente pequefias cantidades de NO,
iNOS puede generar grandes cantidades de esta molécula; consecuentemente, unos
niveles elevados de iNOS que se mantengan durante un cierto tiempo pueden permitir
que el NO producido difunda hacia células vecinas, donde actuard directa o
indirectamente por accion del peroxinitrito, causando un dafio en el tejido mamario y
favoreciendo la apoptosis. En nuestro modelo, hemos observado que se produce un
aumento en los niveles de nitritos, metabolitos secundarios del NO, por lo que existe
una mayor produccion de NO en la glandula mamaria durante el destete (figura 18). La
superproduccion de NO induce la muerte celular ya que inhibe la respiracion
mitocondrial; niveles elevados de NO producen una fuerte inhibicion de la citocromo
oxidasa (Brown, y Borutaite, 2001) y esto origina un descenso del consumo de oxigeno
y una despolarizacién de la mitocondria (Bal-Price y Brown, 2000). La despolarizacion
de la membrana mitocondrial favorece la apertura del poro de permeabilidad transitoria
y, con ello, la salida del citocromo c al citosol, que finalmente conduce a una activacion
de las caspasas. En nuestros modelos experimentales (destete y ratas lactantes tratadas
con BSO) se ha observado un aumento de la produccion de nitritos (figura 18) que
podria correlacionarse con la mayor liberacion de citocromo ¢ durante el destete (figura
8). En contraste con estos efectos proapotodticos del NO, esta molécula puede contribuir
al mantenimiento de la viabilidad celular. Kim y cols. (1997a) han propuesto un
mecanismo por el cual el NO inhibe la apoptosis en hepatocitos. Estos autores han
postulado que el NO previene la apoptosis en hepatocitos al inhibir la actividad de la
caspasa-3 por un mecanismo dependiente de cGMP y por nitrosilacion de esta proteasa.
El papel del NO en la viabilidad celular no deja de ser una controversia, ya que puede
actuar como pro- o antiapoptotico; esta capacidad parece depender del tipo celular
considerado, de la cantidad de NO producido, de la isoforma de NOS que esté inducida

y del estado de activacion de la célula.

El NO es un agente pleiotropico que puede causar diferentes modificaciones en
las proteinas, oxidacion lipidica y rotura del DNA debido a la accidon de sus derivados
mas reactivos. La expresion de proteinas que controlan el ciclo celular, como c-myc y

p53 estd aumentada en células vasculares del musculo liso tras la incubacidon con
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donantes de NO; mientras que bcl-2, una proteina antiapoptdtica, estd disminuida
(Nishio y Watanabe, 1998; Wang y cols., 2002). Estos resultados, junto con los
presentados en esta tesis, sugieren que la produccion de NO juega un papel importante
en el desarrollo de la apoptosis, modulando la expresion de proto-oncoproteinas como el
p53, una proteina que se encuentra elevada a las dos horas de ausencia de succion. El
NO produce una disminucioén en los niveles de la proteina Mdm2, esto produce una
disminucién de la ubiquitinizacién del p53 lo que favorece un aumento relativamente
temprano de los niveles de esta proteina (Wang y cols., 2002), que es lo que ocurre en
nuestro modelo (figura 11). Asi pues la acumulacion de p53 favorece su actividad
como factor de transcripciéon aumentando la expresion de genes diana como son p21 y
bax. No obstante hay que resaltar que el p53 es, a su vez, un regulador negativo de la
expresion de iNOS (Forrester y cols., 1996); nos encontramos pues ante un bucle de
retroalimentacion negativa en el que, por un lado, el NO generado por iNOS conduce a
la activacion de p53, mientras que, por otro lado, este p53 activado inhibe la expresion

de iNOS y por tanto frena la produccion de NO.
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Figura 24. Posibles mecanismos que conducen a la apoptosis inducida por el NO en

la glandula mamaria durante el destete.
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1.- La retirada de las crias en el pico de la lactancia produce apoptosis en los acini de la
glandula mamaria, esta apoptosis viene determinada por la liberacion de citocromo c al
citosol y por la fragmentacion del DNA. También se produce muerte de las células
epiteliales por apoptosis y una disminucion significativa de la produccion lactea en las
ratas lactantes inyectadas con PPG o BSO, que disminuyen el GSH en la glandula

mamaria.

2.- Entre los genes de respuesta temprana, la expresion de JNK, c-Jun, p53, p21 y p27
estd aumentada tras el destete. Esta msima situacion se produce cuando las ratas

lactantes control son tratadas con PPG o BSO.

3.- El estudio de los patrones de expresion génica de la glandula mamaria de ratas
lactantes control, destetadas durante 8 horas y ratas lactantes tratadas con PPG mediante
la técnica “microarray chips” demuestra que la falta GSH en la glandula mamaria

reproduce los cambios observados en un proceso fisiologico como es el destete.

4.- El oxido nitrico (NO) es un mediador de la apoptosis. La glandula mamaria durante
la lactancia expresa las tres isoformas de la 6xido nitrico sintasa (eNOS, iNOS, nNOs).
El destete y el tratamiento con BSO producen un aumento de iNOS, que se acompafia

de un aumento de la produccion de NO y de la nitracion de proteinas.

LA DISMINUCION DE GSH EN LA LACTANCIA MIMETIZA LOS CAMBIOS ENCONTRADOS

DURANTE EL DESTETE A NIVEL DE LA EXPRESION GENICA.
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