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Hustracion de portada: Estructura tridimensional de la HMG-CoA reductasa de
Pseudomonas Mevalonii (Lawrence et al., 1995. Science 268: 1758-62).

Tustracion de contraportada: Estructura tridimensional del trimero del TNFa
humano (Protein Data Bank).
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Introduccion

1.1  El Factor de necrosis tumoral y sus efectos biologicos en células
inmuno y no inmunocompetentes

Una gran variedad de estados patoldgicos tienen como causa aparente la
sobreexpresién de mecanismos inmunes originariamente desarrollados para la proteccion
de los organismos vivos. En afios recientes se han obtenido evidencias de que varias
proteinas involucradas en la respuesta inmune causan enfermedad alterando, ademas de
la funcién del agente biologico agresor, al propio huésped. Entre ellas se encuentra una
citoquina, la caquectina (Beutler y Cerami, 1988), corresponsable de la produccién de la
anorexia, adelgazamiento extremo y shock terminal que acompaiia a las enfermedades
infecciosas cronicas y las neoplasias.

La caquectina, fue identificada a mediados de los 70 como responsable de la
caquexia producida durante las enfermedades crénicas, utilizando un modelo de caquexia
inducida por tripanosoma. Durante la fase terminal de la infeccion, los conejos y otros
animales experimentales utilizados, desarrollan anorexia y pierden més de la mitad de su
peso inicial, en paralelo con un paraddjico y espectacular aumento de los triglicéridos
(Rouzer y Cerami, 1980). Los mismos animales muestran una disminucién marcada de la
lipasa de lipoproteinas (LPL), de lo que se deduce que el aumento en los niveles de los
triglicéridos, que ocurre esencialmente a expensas de las lipoproteinas de muy baja
densidad, es una consecuencia de la disminucion en la degradacion de los mismos.

La misma supresién en la sintesis de LPL fue encontrada, posteriormente, en
ratones tratados con endotoxina, y se demostré que era el resultado del aumento de un
factor existente en el plasma, cuyo origen fue localizado en los macréfagos y al que se
denomin6 caquectina (Kawakami y Cerami, 1981). La caquectina fue purificada a
homogeneidad (Beutler ef al., 1985a) del plasma que contenia actividad supresora de
LPL, como un polipéptido de PM 17 kDa, que resulté ser producido en grandes
cantidades por los macréfagos activados con lipopolisacarido (LPS), asi como por
animales tratados con agentes capaces de inducir infecciones crénicas (Beutler ef al.,
1985b). La caquectina se une con gran afinidad a las membranas de células en cultivo y
de tejidos obtenidos de animales vivos, en los que es capaz de producir anorexia y efectos
toxicos agudos (Torti et al., 1985).

Desde finales del siglo XIX se conoce que los caldos de cultivo de bacterias del
genero Streptococo y Serratia inducen la necrosis hemorragica de tumores humanos,
asociada con efectos toxicos (Coley, 1893, 1894, 1896 y 1906). En 1936 se aislé el
producto bacteriano responsable de la induccion de la necrosis tumoral y se denomind
polisacérido bacteriano a la molécula que ahora se conoce como lipopolisacarido (LPS)
(Shear y Andervont, 1936). En 1975 se demostrd que el plasma de animales enteros
inyectados con LPS tenia actividad citotdxica en una gran variedad de células mantenidas
en cultivo (Carswell ef al., 1975; Helson et al., 1975). La actividad fue denominada factor
de necrosis tumoral y la proteina responsable, el TNF, fue aislada en 1985 (Aggarwal et
al., 1984). La secuencia de cDNA que codifica para el TNF se obtuvo (Shirai ef al., 1985;
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Wang et al., 1985) y demostr6 ser la que predice con exactitud la secuencia amino
terminal de la caquectina (Fransen ef al., 1985; Pennica et al., 1985; Caput ef al., 1986).
El alto grado de homologia hallado entre la caquectina de raton y el TNF humano, y la
coincidencia de los efectos bioldgicos de ambos, condujo a la inevitable conclusién de
que la caquectina era, en realidad, el TNF, denominacion que ha persistido (Beutler ef al.,
1985¢).

El TNF es pues, una proteina sintetizada por los macréfagos con un alto grado de
diferenciacion, en todas sus localizaciones tisulares (Decker ef al., 1987), que se secreta
en grandes cantidades en respuesta al LPS como parte de la respuesta inmune del
organismo. E1 TNF puede ser sintetizado y secretado, también, por células linfoides y
ademas del LPS, los virus, las bacterias Gram positivas, el interferén y, la IL-2 y el factor
estimulante del crecimiento de colonias (GM-CSF), son capaces de activar su sintesis y
secrecién (Nedwin ef al., 1985a; Aderka ef al., 1986; Beutler ef al., 1986; Collart et al.,
1986; Cannistra et al., 1987).

La familia del TNF incluye dos proteinas diferentes pero relacionadas estructural
y funcionalmente, el TNFa o caquectina (Carswell ef al., 1975; Beutler et al., 1985b),
producido fundamentalmente por los monocitos y/o macréfagos, y el TNFB o linfotoxina
(Williams y Granger, 1968; Ruddle y Walksman, 1968), que es un producto de las células
linfoides. Aunque los estudios iniciales que llevaron a su aislamiento limitaron la
naturaleza de su actividad bioldgica a la de agentes antitumorales, los dos factores se
consideran actualmente como citoquinas inflamatorias y se encuentran siempre en los
lugares en los que ocurre inflamacion con infiltracién de mononucleares (Vileek y Lee,
1991). Ambos juegan un importante papel como inmunoestimulantes y mediadores de la
resistencia a la infeccién por un gran niimero de agentes y, posiblemente, al desarrollo e
invasién tumoral (Old, 1985; Havell, 1987). Por otra parte, como ya se ha descrito, la
superproduccién de TNFo durante la infeccion, es una de las causas de la severa
toxicidad e incluso la muerte que sobreviene por shock séptico en las infecciones por
Gram negativo. Ademas, el TNFo podria estar involucrado en la patogenia de algunas
enfermedades autoinmunes y en la reaccién de rechazo postransplante (Piguet ef al.,
1987; Pujol-Borrel et al., 1987; Tracey et al., 1987).

1.1.1 La nwlécula del TNFa

Los genes del TNFo y el TNFf son de copia tinica, localizados en el brazo corto
del cromosoma 6 humano (Nedwin et al., 1985b; Spies ef al., 1989) y del cromosoma 17
murino (Muller ef al, 1987), en la frontera de la region que contiene los genes del
complejo de histocompatibilidad clase I y III Los dos genes tienen un tamafio de
aproximadamente 3 kpb, conteniendo cuatro exones y tres intrones, similitud que sugiere
que ambos derivan de la duplicacion de un gen comin. La regulacion de la transcripcion
de los dos genes debe ser, sin embargo, diferente porque, a pesar de su alto grado de
homologia, no existe parecido en las regiones del extremo §' de los dos genes que

4
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contienen la mayoria de los elementos responsables de la regulacion de la transcripcion
(Shakhov et al. 1990).

El clonaje del TNF (Gray ef al., 1984; Pennica et al., 1985) puso de manifiesto la
existencia de una homologia de mas del 30% entre la secuencia de aminoacidos de ambas
proteinas. El TNFo maduro es una proteina de 157 aminodcidos (156 en conejos y
roedores) y el TNFf3 contiene 171 residuos, lo que confiere al TNFo humano un PM de
17 kDa y al TNF de 25 kDa (Aggarwal ef al., 1984 y 1985). Las diferencias de tamafio
entre ambos factores se deben, ademds de al mayor nimero de aminoacidos (14 més) del
TNFB, a la existencia de un lugar de N-glicosilacién en la molécula del TNFB. En su
forma nativa, ambos péptidos forman trimeros de PM 45 kDa y 65 kDa (Eck y Sprang,
1989; Jones et al., 1989) cuyo modo de secrecién difiere notablemente. La molécula de
TNFPB contiene una larga presecuencia de 34 aminoacidos muy hidrofébica y con
residuos cargados en el N terminal, tipica de los péptidos de sefializacion de las proteinas
secretorias (Nedwin ef al., 1985b), lo que sugiere que se procesa y libera de las células en
la forma caracteristica de este tipo de proteinas. Por el contrario, la molécula de TNFa se
forma a partir de un largo precursor que contiene regiones hidrofilicas e hidrofébicas.
Existen evidencias de que esta larga presecuencia sirve para anclar a la membrana al
precursor de 26 kDa del TNFo (Kriegler ef al., 1988; Luettig ef al., 1989; Pérez et al.,
1990). La forma liberada de 17 kDa se produciria tras upa ruptura proteolitica del
polipéptido precursor (Kriegler ef al., 1988), llevada a cabo posiblemente por una serina
proteasa (Scuderi, 1989).

1.1.2  Los receptores del INFa

Se han identificado y clonado dos tipos diferentes de receptores del TNFa de PM
55 kDa (Loetscher ef al., 1990; Schall ef al., 1990) y 75 kDa (Smith CA et al., 1990;
Dembic et al., 1990), respectivamente, cuyas porciones extracelulares componen una
familia de receptores con cuatro dominios caracteristicos con residuos de cisteina
espaciados regularmente y necesarios para la union del péptido (Marsters et al., 1992;
Corcoran et al, 1994). En contraste, existe poca homologia entre los dominios
intracelulares de ambos receptores que no tienen, tampoco, parecido con ninguna otra
secuencia conocida (Dembic ef al., 1990), lo que sugiere que las vias de sefializacion de
ambos han de ser diferentes. '

Por analogia con el receptor de la IL-2, se supuso inicialmente que la formacién
de puentes cruzados entre ambos tipos de receptor seria necesaria para la produccién de
los efectos bioldgicos del TNF (Hatakeyama et al., 1989). Sin embargo, dado que las
células que expresan un Gnico tipo de receptor unen y responden al TNF, se concluy6 que
no existia ningiin tipo de colaboracién entre ambos tipos de receptores. Mas tarde, en
estudios utilizando anticuerpos especificos para bloquear cada receptor se demostrd que,
en algunos tipos celulares, la presencia de p75 no es suficiente para iniciar las respuestas

5

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Introduccion

al TNF que requieren, por el contrario, la existencia de pS5 activo (Thoma et al., 1990;
Wiegmann ef al., 1992).

La controversia acerca del tipo de participacion de cada receptor en la
transmision de las 6rdenes del TNF asi como del grado de cooperacion necesaria entre
ambos, no ha sido ain resuelta. En términos generales, se acepta que el p55 y el p75 estan
involucrados en la produccién de efectos bioldgicos distintos, siendo el receptor p55 el
implicado en los efectos antitumorales y citotoxicos del TNF y el receptor p75 el
responsable de los efectos proinflamatorios (Barbara et al., 1994; Bigda et al., 1994;
Paleolog et al., 1994; Rusten et al., 1994a y b; Sheehan et al., 1995), aunque las sefiales
generadas en ambos receptores se potencian, o deben producirse simultineamente, para
ser eficaces en algunos tipos celulares (Leeuwenberg et al., 1995; Richter ef al., 1995;
Rusten y Jacobsen, 1995; Vandenabeele ef al., 1995).

La sintesis de ambos tipos de receptores se regula por mecanismos
independientes (Smith CA ef al., 1990; Thoma et al, 1990), siendo la expresién y la
protefna de la forma p75 activada tras la unién del TNFa al receptor pS5, de la via del
CD2 o del factor estimulante de colonias (Santis er ., 1992; Kalthoff er al., 1993;
Williams ef al, 1995). Después de incorporados a la membrana, los dominios
extracelulares de ambos receptores pueden sufrir una ruptura proteolitica activada por el
propio TNFa, la IL-1, el lipopolisacdrido y algunas endotoxinas, en un mecanismo
mediado por PKC, en el que se generan formas solubles del receptor a través de las que
se modula la actividad del TNFa durante el proceso inflamatorio de defensa frente a la
infeccion (Porteu ef al., 1991; Bjornberg ef al., 1994; Joyce et al., 1994; Porteu y Hieblot,
1994; Carpenter et al., 1995; Joyce y Steer, 1995; Lien et al., 1995).

1.2 La hidrélisis de esfingomielina comeo via de sefializacién intracelular

Hasta hace poco tiempo, toda la investigacién realizada sobre la gran
complejidad estructural de los lipidos de membrana no habia producido una teoria
coherente que explicara la necesidad de la existencia de una diversidad tan importante en
las especies moleculares de estos lipidos. Ya que una capa bilipidica constituida por un
Ginico tipo de fosfolipido serviria, posiblemente con la misma idoneidad, a las funciones
separadoras de compartimentos de las membranas, jcudl debe ser, entonces, el objetivo
de la existencia de tantos fosfolipidos diferentes?.

La respuesta, probablemente, tiene que ver més con los productos de degradacion
y los metabolitos de los lipidos que con los propios lipidos. Desde mediados de los 70,
cuando Mitchell (Mitchell, 1975) estableci6 el papel de los fosfolipidos del inositol en la
sefializacién intracelular, un nimero creciente de productos de la hidrélisis de diversos
lipidos de membrana se ha ido incorporando a la lista de aquellos que participan en las
cadenas de sefializacion intracelular. Moléculas como los inositol fosfatos, inositol
glicanos, diacilglicerol, 4cido fosfatidico, 4cido araquidénico, prostagladinas,
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leucotrienos, tromboxanos y otras derivadas de la hidrélisis unica o secuencial de lipidos
de membrana como el PI, PIP,, PA, 6 PC, son ya consideradas mensajeros intracelulares
de un amplio abanico de moléculas reguladoras que actian en las células a través de
receptores de membrana (Mitchell, 1975; Farese, 1983; Nishizuka, 1984; Hokin, 1985;
Low y Saltiel, 1988; Billah y Anthes, 1990; Exton, 1990; Divecha e Irvine, 1994;
Liscovitch y Cantley, 1994).

La esfingomielina, hasta hace poco objeto de interés fundamentalmente por ser el
componente principal de la vaina de mielina, es el Gitimo de los lipidos en incorporarse a
esta familia cada vez mas extensa (Hannun y Bell, 1989; Merril y Stevens, 1989; Spiegel
et al., 1996). Los productos de su hidrdlisis, fundamentalmente la ceramida y la
esfingosina, parecen estar implicados en multiples formas en la sefializacion intracelular
(Kolesnick, 1992; Hannun y Linardic, 1993; Hannun, 1994).

1.2.1  La hidrolisis de esfingomielina

La ruptura de la esfingomielina, para liberar metabolitos que actian como
segundos mensajeros es, actualmente, un hecho bien establecido (Kolesnick, 1992;
Hannun y Linardic, 1993; Hannun, 1994; Speigel ef al., 1996), que le otorga el status de
autentica via de sefializacion intracelular en respuesta a distintos estimulos.

La ceramida es la molécula central de la via y es generada, fundamentalmente,
por la hidrélisis de esfingomielina mediada por la accién de esfingomielinasas (SMasas),
formas especificas de fosfolipasa C, que hidrolizan el enlace fosfodiéster de la
esfingomielina liberando ceramida y fosfocolina (Kolesnick, 1991; Spiegel ef al., 1996;
Merril ef al., 1997)(ver Figura I). Mientras que esta Gltima es soluble y difunde
rapidamente para ser hidrolizada a colina, la ceramida es muy hidrofébica y permanece
anclada en la membrana donde se puede acumular o convertir en otros metabolitos. Su
fosforilacion por ceramida quinasa (Bajjalieh, et al., 1989; Kolesnick y Hemer, 1990),
genera ceramida-1-fosfato, pero también puede ser deacilada por ceramidasa para
convertirse en esfingosina, la cual puede también fosforilarse para rendir esfingosina-1-
fosfato (Spiegel et al., 1996). Todos estos derivados de la ceramida pueden ejercer de
moléculas efectoras en distintas situaciones.

Varias isoformas de esfingomielinasas han sido caracterizadas en mamiferos en
funcién de sus propiedades cataliticas, localizacién subcelular o su modo de regulacion.

Una SMasa acidica (aSMasa, pH optimo 4.5-5.0), de localizacién lisosomal y
activable por DAG generado a partir de PC mediante una PC-PLC especifica (Quintern ez
al., 1987; Kolesnick, 1987; Schiitze e al, 1992), fue la primera en clonarse y
caracterizarse a nivel molecular (Quintern ef al., 1989).
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Esquema de la hidrélisis de esfingomielina
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Otra forma de aSMasa, estimulable por Zn, es secretada por macréfagos,
fibroblastos y células endoteliales en respuesta a citoquinas (Spence ef al., 1989; Schissel
et al., 1996; Marathe et al., 1998) actuando, al parecer, de forma paracrina o autocrina
para hidrolizar esfingomielina de la superficie celular e iniciar la sefializacién (Schissel e
al., 1996).

También ha sido caracterizada molecularmente una esfingomielinasa neutra
(nSMasa, pH 6ptimo 7.4), residente en la membrana plasmatica y dependiente de Mg*
(Spence et al., 1982). Ratones deficientes en el gen (knock-out) de aSMasa mantienen la
actividad nSMasa, lo que sugiere que ambas isoformas son el producto de distintos genes
(Horinouchi et al., 1995; Otterbach y Stoffel, 1995).

Por ultimo, se ha descrito una isoforma de nSMasa citosdlica y cation
independiente, activable por el receptor de la vitamina D3 (Okazaki ef al., 1994), y una
SMasa alcalina detectada en la mucosa intestinal y bilis, que parece estar involucrada en
la digestion y proliferacion de la mucosa (Nyberg et al., 1996; Duan et al., 1996).

1.2.2  La ceramida como mensajero intracelular

El papel como mensajeros intracelulares de los productos de la hidrdlisis de la
esfingomielina fue, inicialmente, asociado a la capacidad exhibida por algunos derivados
de los esfingolipidos de membrana para inhibir la actividad de la proteina quinasa C
(Hannun y Bell, 1989; Merril y Stevens, 1989). Posteriormente, se obtuvieron pruebas en
diversos tipos celulares (Kolesnick, 1992; Hannun, 1994) que asocian los productos de la
hidrélisis de la esfingomielina con el papel de mensajeros intracelulares en la regulacién
de la proliferacion, diferenciacién y apoptosis celular (Hannun y Linardic, 1993; Hannun
y Obeid, 1995).

La ceramida o su derivado fosforilado, la fosforilceramida, inhibe la
proliferacion y estimula la diferenciacion macrocitica, en respuesta a la Vitamina D3, en
células promielociticas HL-60 (Okazaki et al., 1990), pero inhibe la diferenciacion
inducida por la activacién de PKC con ésteres de forbol (Kolesnick, 1989). Por el
contrario, la ceramida, la esfingosina y su metabolito la fosforilesfingosina activan la
proliferacién de fibroblastos Swiss 3T3, aparentemente por una estimulacién de la
liberacion de Ca™ que ocurre en ausencia de hidrélisis de PIP, (Olivera et al., 1992;
Desai ef al., 1992 y 1993; Mattie ef al. 1994; Olivera et al., 1994; Hauser et al., 1994).

Los efectos sobre la proliferacion celular estarian relacionados con la probada
capacidad de la ceramida para activar algunos factores de transcripcion, entre ellos el NF-
kB. La activacién de éste ocurre por disociacion, previa fosforilacion, de la molécula
reguladora del mismo [-«xB y la translocacion al nicleo del heterodimero de las dos
subunidades, pS0 y p65, que forman el NF-xB (Baeuerle y Baltimore, 19882 y b;
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Kawakami ef al., 1988; Ghosh y Baltimore, 1990; Ghosh et al., 1990; Ruben et al., 1991;
Blank et al., 1992).

La ceramida, a través de un mecanismo atin por determinar pero que implicaria a
una forma poco comtin de PKC (PKCCE), es capaz de activar NF-kB en un proceso que
formaria parte de la cadena de sefializacion iniciada con la hidrolisis de la esfingomielina
(Schiitze er al., 1992; Dbaibo et al., 1993; Yang ef al., 1993).

La apoptosis o muerte celular programada, un proceso que ha sido comparado
con un suicidio celular en el curso del cual las células sintetizan proteinas que determinan
su propia muerte (Williams, 1991; Williams ef al. 1992; Collins y Lépez-Rivas, 1993;
Osborne v Schwartz, 1994), es otro de los eventos en el que la ceramida podria actuar
como mensajero intracelular (Obeid et al., 1993; Jarvis ef al., 1994a; Hannun y Obeid,
1995).

Asi pues, la esfingomielina no puede ser ya considerada como un lipido cuyas
funciones se reducen al mantenimiento de la arquitectura de las membranas celulares,
sino como el precursor de toda una serie de mensajeros intracelulares, que en forma muy
parecida a la de los derivados de los fosfolipidos del inositol, constituyen una via de
sefializacién para los procesos fundamentales de toda célula: proliferacion, diferenciacion
y apoptosis.

1.2.3 La ceramida en la sefializacion intracelular del TNFa

La mayoria de los receptores de factores de crecimiento poseen actividad de
proteina quinasa asociada a su molécula. Sin embargo, y aunque varias proteinas se
fosforilan minutos después de la exposicién de las células al TNFa, no existen evidencias
de dicha actividad asociada al receptor del TNFo (Marino et al., 1989; Robaye ef al.,
1989; Schiitze et al., 1989), por lo que durante algan tiempo se mantuvo la hipétesis de
que los cambios en la fosforilacién observada en respuesta a TNFa serfan producidos por
quinasas celulares como la PKA (Zhang ef al, 1988) y la PKC activada por DAG,
generado a partir de fosfatidilcolina, o por 4cidos grasos insaturados, liberados por la
PLA, (Brenner ef al., 1989; Kronke ef al., 1991).

Las primeras evidencias acerca de la existencia de un sistema de sefializacién
intracelular acoplado al receptor de TNFa (ver Figura 2) que pudiera servir de mensajero
a los variados efectos bioldgicos del péptido se obtuvieron al probarse que, tras la unién
del TNFa a su receptor, podia medirse un aumento en los niveles intracelulares de
ceramida a partir de la hidrolisis de esfingomielina en células de la leucemia
promielocitica humana HL-60 (Kim et al., 1991). El receptor p55 es el que se encuentra
acoplado a la hidrélisis de esfingomielina (Wiegmann et al., 1992) y activa de forma
independiente y mediante dominios diferentes las esfingomielinasa neutra y écida
(Wiegmann ef al., 1994). Se determiné una regién de 11 aminoécidos, denominada
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Figura 2

Esquema de las principales vias de sefializacion iniciadas por el TNFa
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neutral SMase domain (NSD), adyacente al dead domain (DD) del receptor, necesaria
y suficiente para la activacion de la nSMasa (Adam er al., 1996). Posteriormente, se
aisl6 una proteina, llamada factor asociado con la activacién de la nSMasa (FAN), que
se une a esta region y media la activacion de la nSMasa (Adam-Klages et al., 1996).
La sobreexpresion de FAN en células COS-1 resulta en la activacion de la nSMasa.

Por ofra parte, es el extremo C terminal de la regidn citosdlica del receptor de
TNFa, que contiene el dominio DD, el que parece ser necesario para la activacion de la
aSMasa, posiblemente a través de proteinas adaptadoras como TRADD o FADD
(Schwandner ef al., 1998). La sobreexpresion en células HEK 293 de TRADD y FADD
aumentan la actividad de la aSMasa inducida por TNFa.

Algunos de los efectos mas caracteristicos del TNFa, como los efectos anti-
proliferativos o la induccién de apoptosis, pueden ser reproducidos afiadiendo SMasa de
origen bacteriano o analogos permeables semisintéticos de ceramida a las células (Maru
et al., 1993; Obeid et al., 1993; Rivas et al., 1994; Li et al, 1995a y b). Ademas, los
mecanismos celulares que subyacen en la produccion de estos efectos, tales como la
induccién de factores de transcripcién (NFkB y AP-1) y oncogenes (Jun, c-myc, Bel-2)
pueden también ser mimetizados por la ceramida (Schiitze ef al., 1992; Dbaibo ef al.,
1993; Yang et al., 1993; Betts et al., 1994; Lozano et al., 1994; Machleidt et al., 1994;
Reddy et al., 1994; Chen et al., 1995; Sawai et al., 1995), lo que confiere a la misma el
papel més importante entre los mensajeros intracelulares del TNFo.

Los mecanismos distales a la generacién de ceramida por la activacién acoplada
al receptor de TNFa de las distintas esfingomielinasas, constituyen en gran medida una
incognita, aunque algunos de los blancos intracelulares de la ceramida han sido ya
identificados (ver Figura 2).

A través de su unién al receptor p55, el TNFa rapidamente activa las dos
isoformas de esfingomielinasas. La ceramida generada por la nSMasa activa una
serina/treonina quinasa de 97 kDa asociada a membrana denominada proteina quinasa
activable por ceramida (CAPK), perteneciente al grupo de las quinasas dirigidas a
prolina, una familia en continua expansion que se caracteriza por reconocer y fosforilar
sustratos que contienen la secuencia minima X-Ser/Thr-Prol-X (Kennelly y Krebs, 1991;
Joseph ez al., 1993; Kolesnick y Golde, 1994). La CAPK es inducida por el TNFa in vivo
y en experimentos realizados con membranas aisladas de células A431 y HL-60 (Mathias
et al., 1991; Liu et al., 1994) y por el LPS en células HL-60 y en neutrdfilos humanos
(Joseph et al., 1994).

Entre los blancos celulares de la CAPK inducida por el TNFa se encuentran el
receptor de EGF, que fosforila en la Thr 669 (Goldkorn ef al., 1991), y c-Raf-1, que
fosforila en la Thr 269 (Yao et al., 1995), iniciando la cascada de fosforilacién de las

MAP quinasas que conduce a la activacion génica. En células HL-60 y 1929, el TNFa
activa, a través de ceramida/CAPK, la p* MAP quinasa, también denominada quinasa
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activada por el stress/quinasa terminal de JUN (SAPK/INK) (Westwick et al., 1995;

Verheij et al., 1996), quinasa implicada en la transregulacién de Jun/AP-1 por el TNFa
(Sawai et al., 1995).

En células HL-60, la activacién por el TNFa de la CAPK induce la fosforilacion
de la p” MAP quinasa (Raines et al, 1993), activandola, lo que conduce a la
fosforilacidn de la PLA, de localizacién citosélica (Lin ef al., 1992 y 1993) que genera
4cido araquidénico. Este ultimo es el precursor de los que podrian ser los coactivadores
de la expresion de c-fos (Heller y Kronke, 1994). Ademas, el acido araquidénico ba sido
identificado como el activador de una nSMasa de localizacion citosélica (Okazaki et al.,
1994; Jayadev et al., 1994). La ceramida producida tras la activaciéon de la nSMasa
citosolica y el propio 4cido araquidénico, constituirian un sistema de modulacién
negativo de la PKCE, una de las isoformas no convencionales de PKC (Miiller et al.,
1995).

Ademas de a las nSMasas, el TNFa activa una aSMasa citosélica a través de
DAG generado a partir de la hidrdlisis de PC por una fosfolipasa C especifica de PC
acoplada a su receptor p55 (Schiitze ef al, 1991 y 1992). La activacién de esta
esfingomielinasa produce pequefias cantidades de ceramida susceptibles de solubilizarse
en el citoplasma celular y que activan la PKCZ (Lozano et al., 1994; Miiller et al., 1995),
modulada a su vez negativamente por el acido araquidénico y los niveles elevados de
ceramida. La PKCC parece ser la quinasa clave en la activacion del NF-«B (Berra et al.,
1993; Diaz-Meco et al., 1993 y 1994), un factor de transcripcion que media algunos de
los efectos bioldgicos del TNFa.

Finalmente, la ceramida producida por la activacion de la aSMasa activa, de
forma no conocida, una serina/treonina fosfatasa citosdlica (CAPP) sensible a acido
okadaico, que ha sido identificada como la forma heterotrimérica de la proteina fosfatasa
2A (PP2A) (Dobrowsky y Hannun, 1992; Dobrowsky et al., 1992) en el citosol de
células de glioma de rata T9 (Law y Rossie, 1995), que podria estar implicada en la
represion de c-myc por el TNFou (Wolf er al., 1994).

1.3  La hidroximetilglutaril-Coenzima A reductasa y la proliferacion
celular

1.3.1 Los productos de la HMG-CoA reductasa

El sustrato de la HMG-CoA reductasa es la hidroximetilglutaril-coenzima A
(ver Figura 3) que se hidroliza para producir mevalonato, el precursor en las células
eucariotas de los isoprenoides y el colesterol (Goldstein y Brown, 1990). Las vias de
metabolizacion del mevalonato fueron descritas por primera vez en el higado vy,
posteriormente, comprobadas con minimas modificaciones en otras células (Popjak et
al., 1961; Bloch, 1965; Olson, 1968; Gough y Hemming, 1970; Beytia y Porter, 1976).
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En general, en la mayoria de las células de mamiferos, el mevalonato se
convierte en cuatro tipos de productos finales: i) colesterol y sus metabolitos; ii)
dolicol; iii) farnesoides; y iv) grupos prenilo que seran incorporados a algunas
proteinas y a la cadena lateral de la ubiquinona (Mills y Adamany, 1978; Faust et al.,
1979; James y Kandutsch, 1979).

Para dar lugar a estos productos finales el mevalonato se fosforila, decarboxila
¢ isomeriza para producir isopentenilo pirofosfato, la molécula bésica con la que se
construirdn los isoprenoides. La condensacion cabeza-cola de dos isomeros de
isopentenilo pirofosfato (el 3,3-dimetilalil pirofosfato y el 3-isopentenil pirofosfato)
produce el geranil pirofosfato, que después de una segunda condensacién con
isopentenilo pirofosfato, catalizada por una prenil transferasa citoplasmatica
denominada geranil transferasa o farnesil pirofosfato sintasa, da lugar al farnesil
pirofosfato, la molécula a partir de la que se sintetizan los demaés isoprenoides y
esteroides.

La sintesis de farnesoides se inicia con la defosforilacién del farnesil
pirofosfato para producir farnesol (Christophe y Popjak, 1961) y la transformacion de
este metabolito en farnesal y 4acido farnesoico por alcohol y aldehido deshidrogenasas.
Posteriormente y utilizando S-adenosilmetionina como donante se forma el metil
farnesoato de forma similar a la que se sintetiza la hormona juvenil de insectos y
moluscos (Schooley y Baker, 1985).

Para sintetizar colesterol, un enzima microsomal, la escualeno sintasa, cataliza
una reaccién en la que los dos grupos pirofosfato de la molécula de farnesil
pirofosfato se liberan con pérdida de un atomo de hidrégeno de la molécula del
farnesil y sustitucioén por un hidrégeno del NADPH para producir una condensacion
de dos moléculas de farnesil. La biosintesis de colesterol a partir de escualeno se
completa utilizando un intermediario, el lanosterol, que contiene el sistema anular
tetraciclico fusionado y una cadena lateral de ocho carbonos.

1.3.2  Los isoprenoides y la proliferacion celular

La modificacién postraduccional de proteinas de mamiferos por incorporacidn
de isoprenoides a su molécula se demostrd por primera vez en fibroblastos Swiss 3T3,
que incorporaron mevalonato radioactivo a moléculas no extraibles con solventes de
lipidos (Schmidt er al, 1984). La isoprenilacién resulté ser un mecanismo de
modificacién postraduccional muy extendido que, con frecuencia aunque no siempre,
es utilizado para mejorar la afinidad de las proteinas por las membranas (Schultz et
al., 1988; Glomset e al., 1990).

Las proteinas que son isopreniladas exhiben secuencias de consenso ~-CAAX,
-CXC 0 -CC en el C-terminal (Holtz ef al., 1989; Hancock et al., 1991a; Khosravi-Far
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et al., 1991; Moores et al., 1991; Schafer y Rine, 1992; Zhang y Casey, 1996) para
isopreniltransferasas (Casey y Seabra, 1996), que incorporan geranilo o farnesilo al
sulfuro de la cadena lateral de la cisteina (Khosravi-Far et al., 1992) (ver Figura 4).
La molécula sufre después hidrélisis proteolitica, que libera los residuos de
aminoacidos terminales por proteasas citosolicas o unidas a membrana, y la
modificacién se completa con una metilacién en el carboxi terminal utilizando la S-
adenosilmetionina como donante (Clarke, 1992; Sinensky y Lutz, 1992).

Entre las proteinas que son modificadas por isoprenilacién se incluyen las
laminas nucleares A y B (Beck et al., 1988; Wolda y Glomset, 1988; Vorburger et al.,
1989; Beck et al., 1990), las diferentes formas de Ras y otras proteinas ligadoras de
GTP (Casey et al., 1989; Magee, 1989; Newman y Magee, 1993), las subunidades de
las proteinas G heterotriméricas (Finegold et al., 1990; Fukada et al., 1990; Lai et al.,
1990; Maltese y Robishaw, 1990; Mumby et al., 1990; Sanford et al., 1991) y algunas
proteina quinasas (Inglese et al., 1992).

La funcién de la isoprenilacién se sospechd, cuando se correlacionaron la
deprivacion de mevalonato con la existencia de defectos en la isoprenilacion de
proteinas y una inhibicién en la sintesis de DNA (Quesney-Huneeus et al., 1979;
Sinensky y Logel, 1985; Maitese y Sheridan, 1987). Con la utilizacién de inhibidores
de la HMG-CoA reductasa como la Lovastatina, se generalizé el conocimiento acerca
del papel de la prenilacién de protefnas en la regulacion del ciclo celular y la
proliferacién (Maltese, 1990; Jakobisiak et al., 1991).

Los detalles acerca de la relacién entre la isoprenilacion y este efecto
biolégico global empezaron a conocerse cuando se observo que la mayoria de las
proteinas modificadas por isoprenilacién se localizan en las membranas y que la
modificacién es esencial para que se produzca la asociacién. Este hecho fue
demostrado por primera vez para ¢l producto de ras, al constatarse que cuando en la
proteina se substituia la cisteina del C terminal por serina o la biosintesis de
isoprenoides era inhibida, desaparecian tanto la isoprenilacién como la incorporacion a
la membrana (Casey ef al., 1989; Hancock et al., 1989; Schafer et al., 1989; Glomset
y Farnsworth, 1994). Al igual que en el caso de Ras, la asociacion de proteinas G a las
membranas es dependiente de isoprenilacién (Simonds et al., 1991; Muntz et al.,
1992).

La prenilacién no es suficiente para promover la unién a membranas mas que
en una pequefia medida (Zhang y Casey, 1996), sin embargo, es imprescindible para
que ocurra la proteolisis y la metilacién o acilacion (palmitoilizacién o
miristoilizacién) subsiguientes, procesos de los que si depende directamente la union a
membranas (Hancock et al., 1989, 1990 y 1991b; Kato ef al., 1992; Fukada er al.,
1994; Parish ef al., 1995).
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La interaccién con las membranas ocurre a través de dos mecanismos basicos
i) asociacién a receptores especificos de membrana, como los que existirian para la
lamina B (Worman ef al., 1988 y 1990); y ii) interacciones con lipidos de membrana
similares a las que ocurren entre la caveolina y los glicosil fosfatidil inositoles
(Anderson et al., 1992; Rothberg ef al., 1992), que se establecerian entre las proteinas
preniladas y palmito/miristoiladas y las membranas (Buss y Sefton, 1986; Buss et al.,
1989; Hancock et al., 1989 y 1990).

Ademas de dirigir y mejorar la unién de proteinas a la membrana la
prenilacién modifica las interacciones entre proteinas. Este efecto tiene especial
relevancia cuando se considera que un niimero importante de proteinas preniladas (las
proteinas G y la fosfodiesterasa de GMPc) forman parte de sistemas de sefializacion
intracelular (Neer y Clapham, 1988; Freissmuth et al., 1989). Asi, por gjemplo, la
farnesilacion de Ras es imprescindible para su interaccion con SOS (Orita et al., 1993;
Porfiri et al., 1994). Del mismo modo, la asociacion de las subunidades By ydelas
proteinas G heterotriméricas es independiente de la prenilacién de v, sin embargo, la
uni6n del complejo Py a la subunidad o es absolutamente dependiente de prenilacion
(Fukada et al., 1990; Higgins y Casey, 1994 y 1996).

1.3.3 Las funciones celulares del colesterol

Mantener unos adecuados niveles de colesterol es, al menos, tan importante
para la célula como disponer de moléculas para utilizar en la prenilacién puesto que
las células necesitan colesterol para muchas de sus funciones, entre las que se incluyen
construir sus membranas, formar las caveolas o modificar covalentemente proteinas
(Smart et al., 1994; Murata et al, 1995; Porter ef al., 1996). Ademas, se utiliza
colesterol en las funciones diferenciadas de algunas células como las gonadales y las
corticoadrenales que producen esteroides hormonales, o los hepatocitos que sintetizan
4cidos biliares utilizando colesterol como sustrato.

Su papel como componente de membranas celulares hace del colesterol una
molécula imprescindible en el crecimiento celular como se demostro, muy
tempranamente, con la observacion de que determinados insectos que sintetizan poco
colesterol deben ingerir esteroles para crecer y sobrevivir (Clayton, 1964). En
mamiferos, durante la regeneracion hepatica que sigue a la hepatectomia parcial, la
sintesis de colesterol y la actividad de la HMG-CoA reductasa estan aceleradas
(Siperstein y Fagan, 1964; Trentalance ef al., 1984) y las LDL aumentan en células
que proliferan (Goldstein y Brown, 1974; Witte ez al., 1982)

La primera evidencia directa de que el colesterol es necesario para la
proliferacién se obtuvo cuando se observé un bloqueo del crecimiento y la
proliferacion de células L y de fibroblastos de ratén después de inhibir la HMG-CoA
reductasa (Chen et al., 1974; Brown y Goldstein, 1974). La reposicion de colesterol
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restaurd el crecimiento en el mismo y otros modelos experimentales (Kandutsch y
Chen, 1977; Cornell et al., 1977). La correlacion entre proliferacion celular y sintesis
acelerada de colesterol ha sido demostrada también en otros tejidos (Chen ef al., 1975;
Huneeus et al., 1979; Habenicht ef al., 1980).

La dependencia del colesterol constituye un arma de doble filo para las células
puesto que la misma propiedad que lo convierte en una molécula util, su casi absoluta
insolubilidad, lo transforma también en un téxico potencial. Los niveles celulares de
colesterol deberdn por tanto ajustarse muy exquisitamente, evitando por igual su
acumulacién y su carencia. Esto se consigue equilibrando la cantidad de colesterol
obtenido de la dieta con el sintetizado por la célula (Brown et al., 1981; Brown y
Goldstein, 1986; Goldstein y Brown, 1990), es decir, a través de una estrecha
regulacion de la expresion del receptor para las LDL (Brown ef al., 1981; Brown y
Goldstein, 1983 y 1986) y la expresion y/o activacién postranscripcional de la HMG-
CoA reductasa (Brown y Goldstein, 1980).

1.3.4 Laregulacion de la expresion y la actividad de la HMG-CoA reductasa

Para mantener sus niveles de proliferacion y crecimiento las células deben
regular de forma precisa la sintesis de mevalonato, es decir, la actividad de la HMG-
CoA reductasa. Esta no resulta ser una tarea ficil para la célula porque la
disponibilidad de mevalonato es determinante no sélo para regular los niveles de los
miltiples compuestos isoprenoides utilizados en la modificacién de proteinas, sino
que forma parte de los mecanismos por los que se mantiene la homeostasis de otro
importante derivado, el colesterol, cuya acumulacion en el interior de la célula debe
evitarse.

El ajuste de la actividad de la HMG-CoA reductasa debe hacerse, por tanto,
para cumplir con los requerimientos celulares de al menos dos productos diferentes:
los isoprenoides y el colesterol (Brown y Goldstein, 1980; Siperstein, 1984). Por ello,
la actividad del enzima se controla por mecanismos muy complejos que interactiian a
nivel transcripcional, traduccional y postraduccional (ver Figura 5).

La transcripcion de la HMG-CoA reductasa esta regulada por mecanismos de
retroalimentacion multivalentes en los que participan, al menos, dos de los productos
del mevalonato: i) el colesterol y sus derivados oxigenados; y ii) los farnesoides
(Kandutsch et al., 1978; Weinberger, 1996).

La sintesis de colesterol disminuye cuando aumenta el colesterol de la dieta
(Schoenheimer y Breusch, 1933; Tomkins et al, 1953). La disminucion de la
actividad de la HMG-CoA reductasa es parte del mecanismo que explica esta antigua
observacion y constituye una eficaz estrategia para evitar su acumulacion toxica en
el interior de la célula (Siperstein y Guest, 1960).
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En efecto, en el interior de la célula el colesterol y especialmente sus
derivados oxiesteroles (fundamentalmente aquellos hidroxilados en las posiciones 7,
25 y 26) constituyen la sefial méas importante de entre las que regulan la expresion de
la HMG-CoA reductasa (Kandutsch y Chen, 1978; Kandutsch et al., 1978).

Al igual que la region 5' del gen del receptor de LDL, el promotor de la HMG-
CoA reductasa contiene una region de 177 pb organizada en tandems o repeats
(Reynolds ef al., 1984; Osborne et al., 1985; Suidhof et al., 1987a) que es suficiente
tanto para mantener la expresion del enzima como para reprimir la expresion de la
proteina en respuesta a los esteroles.

Los repeats 1 y 3 unen Spl, un factor de transcripcion constitutivo, y aunque
necesarios no son suficientes para mantener la transcripcion del gen del receptor de
LDL y la HMG-CoA reductasa, ni para reprimirla en respuesta al colesterol. Esta
capacidad se localiza en el repeat 2, una secuencia de 42 pb dentro de la que existe
otra mas pequefia de 16 pb que es la que confiere al promotor la capacidad de
respuesta a los esteroles (Stidhof ef al., 1987b; Dawson ef al., 1988; Smith JR et al,
1990; Osborne, 1991) y que se denomina por ello SRE (sterol regulatory element).

Una proteina capaz de activar la transcripcion del gen del receptor de LDL y
la HMG-CoA reductasa deberia tener una estructura que i) permita la deteccion de los
niveles de colesterol celulares, es decir, se una al colesterol y se encuentre en las
membranas donde el colesterol se localiza mayoritariamente; ii) posea al mismo
tiempo una sefial de localizacién nuclear; y iii) contenga una secuencia de
reconocimiento del SRE. Esta elusiva proteina ha resultado dificil de identificar.

Del citosol de un amplio espectro de lineas celulares se aisl6 originalmente
una proteina con capacidad para unir colesterol y sus derivados (Kandutsch y
Thompson, 1980). Aunque se pudo establecer una correlacion entre la capacidad de
unir oxiesteroles de esta proteina denominada OSBP (oxysterol binding protein) y la
represion de la sintesis de HMG-CoA reductasa producida por los mismos (Taylor et
al., 1984), el clonaje de su DNA revelo la inexistencia de secuencias de
reconocimiento del SRE en la proteina codificada (Dawson et al., 1989). Este hecho,
unido a la observacion de que la OSBP es rapidamente secuestrada al Golgi después
de unirse a los esteroles (Ridgway et al., 1992) sugirié que o bien la proteina debe
unirse al DNA formando un complejo con otros factores o su funcién no esta
relacionada con la regulacién de la transcripcién de los genes implicados en la
homeostasis del colesterol.

Por otra parte, al menos cuatro proteinas capaces de unirse al SRE han sido
aisladas, incluyendo una proteina similar al NF-1 (Gil ef al., 1988); una proteina con
dedos de Zn (Rajavashisth ef al., 1989) denominada CNBP (cellular nucleic acid
binding protein, similar a su homéloga viral); una proteina de 45-49 kDa denominada
SRE-BF y que reconoce SRE de hebra tinica o doble (Stark ef al., 1992); o la Red 25,
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una proteina capaz de unir especificamente el SRE del promotor de la HMG-CoA
reductasa (Osborne ef al., 1992). Sin embargo, en ninguno de los casos descritos ha
podido establecerse correlaciéon entre la unién al DNA y la capacidad para
inducir/reprimir la transcripcién de ninguno de los genes poseedores de SRE.

La identificacién de una proteina denominada SREBP (sterol regulatory
element binding protein) capaz de unirse de forma altamente especifica a una
secuencia de 10 pb dentro del SRE (Briggs ef al., 1993; Wang et al., 1993) ha iniciado
el camino hacia la comprensidén de los mecanismos que regulan la expresién de los
genes del receptor de LDL y la HMG-CoA reductasa en condiciones de deprivacion de
colesterol.

El DNA para dos diferentes SREBPs (1 y 2) con similares propiedades de
unién al SRE ha sido clonado (Yokoyama et al., 1993; Hua et al., 1993), mostrando
que codifica para proteinas con estructura de factores de transcripcidn pertenecientes a
la familia de los bHLH-ZIP (basic helix loop helix-leucine zipper) que se unen al
DNA a través de la region basica (Gasic, 1994) después de formar dimeros utilizando
la cremallera de leucina y la estructura HLH (Murré y Baltimore, 1992; Pabo y Sauer,
1992; Ferré-D'Amaré ef al., 1993).

El DNA codifica para proteinas de 125 kDa con secuencias de localizacion en
membranas que permiten la insercidén de ambas proteinas en la membrana del reticulo
endoplasmico (Hua ef al., 1996a)(ver Figura 6) en donde, de forma desconocida,
actilan como sensoras de los niveles de colesterol. Cuando estos niveles caen, una
segunda proteina denominada SCAP (SREBP cleavage activating protein) con
actividad de proteasa (Hua ef al. 1996b; Sakai et al., 1996) es activada y realiza el
primero de los dos cortes que liberaran un fragmento de 68 kDa. Este contiene el NH,
terminal y la estructura basica que permite la unién al SRE y la activacion de la
transcripcion (Wang et al. 1994). Aunque el papel de las SREBPs en la transcripcion
dependiente de esteroles fue demostrado originalmente para el gen del receptor de
LDL, la SREBP es capaz de unir el SRE de la HMG-CoA reductasa utilizando para
ello el dominio basico y los 22 amino4cidos adyacentes, activando, de esta forma, la
transcripcidn del enzima (Vallett ez al., 1996; Brown y Goldstein, 1997).

Como hemos descrito hasta aqui, el colesterol y sus metabolitos son los
principales reguladores de los niveles de la HMG-CoA reductasa. Sin embargo,
existen evidencias de que, en determinadas situaciones metabdlicas y/o fases del
crecimiento y proliferacion celular, otros metabolitos del mevalonato, en especial los
isoprenoides, podrian regular la sintesis del enzima (ver Figura 5).

Los isoprenoides actuarian a nivel transcripcional por mecanismos no
conocidos pero que implicarfan la unién y activacién por el farnesol a un receptor
nuclear originalmente denominado OR?2 y clasificado como perteneciente a la familia
de los receptores huérfanos (Forman et al., 1995), y que ha sido renominado FXR
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Figura 6

Esquema de la activacion de SREBP y su translocacién al nicleo
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(farnesoid activated nuclear receptor). El OR2 es el andlogo del receptor de
ecdisterona de los insectos, que se une a elementos de respuesta en el DNA
denominados EcRE en presencia de RXR (Yao et al, 1992), lo que sugiere que ¢l
OR2 podria, como su homélogo, ser un factor de transcripcion dependiente de ligando
que responde a moléculas lipofilicas. La funcién de los derivados no esteroles del
mevalonato en la regulacion traduccional de la HMG-CoA reductasa es, por otra parte,
conocida (Peffley y Sinensky , 1985; Panini ef al., 1989).

La sintesis de la proteina es el paso cuantitativa y cualitativamente mas
importante en la regulacién de la actividad de la HMG-CoA reductasa, pero la
disponibilidad del enzima se puede modificar también produciendo cambios en su
ritmo de degradacion.

L.a HMG-CoA reductasa es un enzima con una vida media muy corta (2 h) que
se degrada proteoliticamente en la membrana del reticulo endopldsmico. El enzima es
una proteina con dos dominios, el que contiene el COOH terminal y la actividad
catalitica, de 548 residuos y muy soluble en agua, lo que permite su proyeccion hacia
el citoplasma, y un dominio de 339 residuos que contiene el NH, terminal. La
presencia en este dominio de 7 regiones transmembranales que presentan cierta
homologia con los de la rodopsina, determina la localizacién del enzima en la
membrana del reticulo endoplasmico (Liscum ef al., 1985). Adicionalmente, se ha
propuesto la existencia de una octava region en la porcién transmembranal de la
proteina (Olender y Simoni, 1992).

La degradacion del enzima, que ocurre por proteolisis con liberacién de dos
fragmentos de 52 y 56 kDa, depende de la conservaci6n de este dominio NH, terminal
y mas especificamente de las regiones 4 y 5 y los residuos N-glicosilados de la
proteina (Jingami ef al., 1987; Chun y Simoni, 1992; Roitelman ef al., 1992; Kumagai
et al., 1995). Una proteina localizada en el reticulo endoplasmico, posiblemente con
actividad de cisteina proteasa, podria ser la responsable de la degradacion porque la
vida media de la HMG-CoA reductasa puede alargarse con Brefeldina A,
cicloheximida e inhidores de las cisteina proteasas neutras (Chun et al., 1990; Inoue et
al., 1991; Meigs y Simoni, 1992). Finalmente, el ritmo de degradacién se acelera
cuando la HMG-CoA reductasa es fosforilada en residuos serina localizados en la
regién de unién de los dos dominios de la proteina (Leonard y Chen, 1987; Parker et
al., 1989; Miller et al. 1989).

El aumento en los niveles celulares de esteroles (Faust et al., 1982; Tanaka ef
al., 1983; Luskey y Stevens, 1985; Chin et al., 1985) o de mevalonato y sus derivados
isoprenoides, en especial los derivados del farnesol (Roitelman y Simoni, 1992;
Bradfute y Simoni, 1994; Correll y Edwards, 1994; Meigs et al., 1996), induce la
degradacion de la HMG-CoA reductasa, en tanto que en las células depletadas de
colesterol, la vida media del enzima se prolonga hasta 11 h (ver Figura 5).
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Introduccion

A medio y largo plazo, la actividad de la HMG-CoA reductasa se regula
controlando el balance sintesis-degradacion del enzima como hemos descrito hasta
aqui. Existen ademds mecanismos de modificacién postraduccional de la proteina que
regulan a corto plazo la actividad del enzima. La multiproteina quinasa dependiente
de calmodulina, la proteina quinasa A y la proteina quinasa C, fosforilan a la HMG-
CoA reductasa en la serina 872 de la subunidad catalitica (Clarke y Hardie, 1990a y
b).

La fosforilacion es reversible y depende de la activacién de una reductasa
quinasa y de la inactivacién de una fosfatasa producida en respuesta a la elevacién de
los niveles de mevalonato y sus productos (ver Figura 5). El estado fosforilado resulta
en una rapida pérdida de actividad enzimatica (Beg et al., 1984a y b)
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Objetivos

La capacidad del TNFa para impedir la proliferacion y/o inducir la muerte, con
frecuencia por apoptosis, de las células es uno de sus mas prominentes efectos biolégicos.

Como hemos descrito, del mantenimiento de unos adecuados niveles de
expresion de la HMG-CoA reductasa depende la produccién de moléculas
directamente relacionadas con la maquinaria proliferativa.

La influencia del TNFa sobre la supervivencia celular, como para otros de sus
muchos efectos bioldgicos, puede seguramente atribuirse a su capacidad para
activar/inactivar una extensa variedad de genes entre los que podria encontrarse ¢l del la
HMG-CoA reductasa

Por ello los objetivos de este trabajo han sido:

1. Estudiar la existencia de regulacion de la expresién de la HMG-CoA

reductasa por el TNFa y su mensajero intracelular, la ceramida, en lineas
celulares HL-60 y U937, que detienen su proliferaciéon y entran en
apoptosis en respuesta al TNFa.

2. Estudiar la regulacion de la expresion de la HMG-CoA reductasa en
células Hep-G2 y FRTL-5, como representantes de dos tipos celulares, el

hepatocito y la célula folicular del tiroides, en las que el TNFa no
influencia o incluso induce la proliferacion celular.

3. Establecer una correlacién entre los cambios en la disponibilidad celular

de mevalonato después del tratamiento con TNFa y los efectos de este
sobre la supervivencia celular.
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Material vy Métodos

3.1  Productos y material utilizados
3.1.1 Precursores radiactivos

Los productos radiactivos ["*C]hidroximetilglutaril-coenzimaA (57.5
mCi/mmol), [*H]mevalonolactona (33 Ci/mmol) y [*H]Timidina (15 Ci/mmol) se
obtuvieron de Du Pont-New England Nuclear (Bad Homburg, Alemania). El producto
Trans*S-Label (L-metionina 70%, L-cisteina 15%, otros 15%) (1175 Ci/mmol) se
adquiri6 de ICN Biomedicals, Inc. (Irvine, CA, USA).

3.1.2 Hormonas y tratamientos

El factor necrético tumoral o (TNFa) se obtuvo de Boehringer Mannheim
(Mannheim, Alemania). La N-acetil esfingosina (C2-ceramida) se adquirié de Biomol
(Plymouth Meeting, PA, USA). La Lovastatina fue generosamente donada por Merck
Sharp and Dohme Laboratories (USA). La mevalonolactona se obtuvo de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

3.1.3 Productos y material para cultivos celulares

Los medios de cultivo RPMI, HAM-F12 (modificado por COON), DMEM y
DMEM libre de metionina, asi como la tinciéon de Azul de Tripan se obtuvieron de
Gibco (Grand Island, NY, USA). El suero bovino fetal (FBS) y el suero de ternera
recién nacida (NCS) se adquirieron de Biowhittaker (Walkersville, USA). El HEPES
(N-[2-hidroxietil] piperazino N'-[2-etanosulfanilico]), la L-glutamina y los
antibidticos con los que se suplementaron los medios se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). Las placas de cultivo estériles de 100, 60 y
35x10 mm y las de 24 pocillos, asi como el resto del material estéril utilizado fueron
de Falcon, Becton y Dickinson (Lincoln Park, NJ, USA). Para esterilizar algunos
materiales se utilizaron filtros Millex®-GS de 0.2 um de Millipore Ibérica (Madrid,
Espafia).

3.1.4 Productos y material para cromatografia y electroforesis

3.1.4.1 Cromatografia

En los ensayos para la medida de la actividad HMG-CoA reductasa se
utilizaron columnas cromatograficas y resina Bio-Rex 5 de intercambio anionico
(200-400 mesh) obtenidas de Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA).
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3.1.4.2 Electroforesis

La acrilamida, bis N,N’-metilene-bis-acrilamida, persulfato amoénico,
N,N,N,N-tetrametil-etilendiamina (TEMED), dodecil sulfato sédico (SDS), glicerol,
B-mercaptoetanol y azul de bromofenol, asi como los patrones de pesos moleculares
pretefiidos se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). La agarosa se
adquiri6 de Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA). Las electroforesis se
realizaron en cubetas SE 250 de Hoefer Scientific Instruments (San Francisco, CA,
USA).

3.1.5 Productos y material utilizados para inmunoprecipitacion y Western-blot
Para la inmunoprecipitacion de p21™ se utilizé el anticuerpo pan-ras (Ab-2),
monoclonal obtenido en ratén, suministrado por Oncogene Science Inc. (Cambridge,
MA, USA). La proteina A-sepharose CL-4B fue de Pharmacia Biotech (Uppsala,
Suecia).

El anticuerpo anti-lamina B, policlonal, obtenido en cabra contra el péptido
565-584 de la regién carboxiterminal de la lamina B humana, el péptido generador del
anticuerpo y el segundo anticuerpo contra cabra conjugado a peroxidasa se obtuvieron
de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA).

Se utilizé el sistema de Western blotting ECL (membranas de nitrocelulosa
Hybond ECL, reactivos para la deteccién, mini-camara) adquirido a Amersham
Tbérica S.A. (Madrid, Espaiia). El Trans-Blot® para la transferencia de proteinas fue de
Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA) Las peliculas Polaroid 667 fueron
suministradas por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

3.1.6 Productos de biologia molecular usados en las técnicas de RT-PCR y
fragmentacion de DNA (DNA ladder)

Para la extraccién de RNA se utilizo el reactivo comercial TRIzol™ adquirido
a Gibco (Grand Island, NY, USA). Los pd[T}li»is y dNTPs se obtuvieron de
Pharmacia Biotech (Barcelona, Espafia). La AMV-transcriptasa inversa, RNasin®,
RNasa A, Proteinasa K, fenol, tRNA, y Tag DNA polimerasa fueron suministrados
por Promega (Madison, WI, USA). El Digoxigenina-11-deoxiuridina trifosfato (Dig-
11-dUTP), las membranas de nylon positivamente cargadas y el kit de deteccion por
quimioluminiscencia (Dig Luminiscent Detection Kit n® 1363-514) se adquirieron a
Boehringer Mannheim (Barcelona, Espafia). El termociclador para la reaccién en
cadena de la polimerasa fue de Perkin Elmer Instrument Division (Norwalk, CT,
USA). El PosiBlot® para la transferencia de oligonucledtidos y el Stratalinker® UV
1800 fueron adquiridos a Stratagene (WI, USA). El transiluminador ultravioleta

34

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Material v Métodos

Reprostar 11 fue de CAMAG.

Los cebadores (primers) con las secuencias que se especifican en la Tabla 1
fueron sintetizados por encargo a DNA International (Muskego, OR, USA), excepto el
de la G3PDH que se adquirié6 de Clontech Laboratories Inc. (Palo Alto, CA, USA).
Todos los cebadores (20-26 nucledtidos y contenido medio GC 50-60 %) se recibieron
liofilizados y se disolvieron y almacenaron en HyO/DEPC (1.000 pmol/pl) a ~70°C
nada més llegar, manteniendo las soluciones de trabajo (30 pmol/ul en H;O/DEPC) a
4°C durante el periodo de utilizacion.

3.1.7 Productos y material utilizados en la tincién con bisbencimida

El paraformaldehido y la bisbencimida (Hoechst n® 33258) se obtuvieron de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El microscopio invertido de contraste de
fases (Axiovert 135), los objetivos Plan-NEOFLUAR 20x y 63x y la lampara de
fluorescencia (HBO 50) se adquirieron a Zeiss (Alemania). Las fotos TMAX 100 pro
fueron de Kodak.

3.1.8 Otros productos de laboratorio

El agua desionizada y bidestilada se obtuvo con un equipo Mili-Q (Water
Purification System, Millipore Ibérica SA, Madrid, Espafia).

ElLEDTA, EGTA, NaCl, NaOH, HCl, DTT, los detergentes Triton X-100, NP-
40 y CHAPS, la sacarosa, ¢l cloruro de magnesio, acetato sddico, DMSQO, trizma base,
trizma-HCL, azida sédica, gelatina (75 bloom de piel de ternera), sulfato clprico
pentahidratado, 4cido bicinconinico, los inhibidores de proteasas PMSF, aprotinina,
leupeptina, iodoacetamida y otros productos utilizados en la preparacion de reactivos y
tampones se adquirieron a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El cloroformo,
alcohol isoamilico, etanol y otros productos organicos se obtuvieron de BDH (Poole,
Inglaterra). El resto de los productos usados en la presente memoria fueron de la mejor
calidad analitica que ofrece el mercado (Merck, Fluka y Bio-Rad).

3.2 Cultivos celulares

3.2.1 Cultivo de células leucémicas promielociticas humanas HL-60

La linea celular HL-60 fue donada por el Dr. Fernando Dominguez,
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Santiago de
Compostela, Santiago de Compostela, Espaiia.
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Las células se cultivaron en placas estériles en medio de cultivo RPMI
suplementado con 20 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 1.12 g/l NaHCOs, 10 %
FBS y antibiéticos (100 U/ml penicilina y 100 ug/ml estreptomicina), a una densidad
que no excediera de 0.5-10° células/ml y reponiendo el medio cada dos dias para
asegurar que la concentracion de glutamina permaneciera por encima de 1mM (Jarvis
et al., 1996). Los cultivos se mantuvieron bajo atmésfera himeda en un incubador
Heraeus a 37 °C y a una presién parcial de CO, del 5 %.

3.2.2  Cultivo de células de linfoma histiocitico humano U-937

La linea celular U-937 fue donada por el Dr. Manuel Fresno, Centro de
Biologia Molecular, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, Espaiia.

Las células se cultivaron en placas estériles en medio de cultivo RPMI
suplementado de la misma forma que las anteriores, cultivindose bajo las mismas
condiciones. Al igual que las HL-60, se cultivaron siempre a una densidad inferior a
0.5-10° células/ml y cada dos dias se repuso el medio de cultivo por otro fresco.

3.2.3 Cultivo de células de hepatoma humano Hep-G2

La linea celular Hep-G2 fue donada por el Dr. Manuel Fresno, Centro de
Biologia Molecular, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, Espaiia.

Las células se cultivaron en placas estériles en medio de cultivo DMEM
suplementado de forma idéntica a las anteriores y cultivadas bajo las mismas
condiciones de presion de CO, y temperatura. El medio fue repuesto por otro fresco
cada 3 dias.

3.2.4 Cultivo de células de tiroides de rata FRTL-5

La linea celular FRTL-5 fue donada por la Dra. Pilar Santiesteban, Centro de
Investigaciones Biomédicas, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid,
Espaifia.

Las células se cultivaron en placas estériles en medio de cultivo HAM F-12
(modificado por COON), suplementado con 20 mM de HEPES, 2 mM de L-
glutamina, 1.12 g/l NaHCO;, 5 % NCS y antibiticos (100 U/ml penicilina y 100
pg/ml estreptomicina), al cual se le afiadié la siguiente mezcla de hormonas (6H):
Hidrocortisona (10° M), Transferrina (1 pg/ml), Somatostatina (10 ng/ml), Insulina
(10 pg/mi), el tripéptido Gly-His-Lys (10 ng/ml) y TSH (1 mU/ml).
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En todos los casos, previo al comienzo del ensayo, las células se cultivaron
durante 3 dias en medio SH (idéntico al anterior pero sin TSH) con NCS al 5% y otros
dos dias en medio SH con 0.2% NCS.

3.3 Ensayo de la actividad enzimatica de ]a HMG-CoA reductasa

El ensayo in vitro de la actividad enzimética de la HMG-CoA reductasa fue
realizado esencialmente como describe Goldstein er al., (1983). La HMG-CoA
reductasa cataliza la conversién de HMG-CoA en mevalonato. El método se basa en la
adicion, a un extracto de proteinas celulares, d¢ HMG-CoA marcado radiactivamente
([**CJHMG-CoA), separando y cuantificando a continuacién el producto marcado de
la reaccién ([**C]mevalonato).

Se utilizaron 5 millones de células HL-60 y U-937 o platos de 35 mm al 75 %
de confluencia de Hep-G2 y FRTL-5 por tratamiento. Para eliminar la Lovastatina del
interior de las células, los cultivos suplementados con este inhibidor se lavaron y
reincubaron, al finalizar el experimento, durante 15 min en medio fresco. Este
procedimiento elimina la mayoria, si no toda, de la droga del interior celular (Qin et
al., 1992). Todas las células se lavaron con PBS frio y se lisaron primero en 50 ul de
tampén de lisis (50 mM Imidazol-HCI pH 7.4, 100 mM sacarosa, 250 mM NaCl, 5
mM EDTA, 5 mM EGTA, 5 mM DTT, 15 mM CHAPS, 10 pg/ml Leupeptina), se
sonicaron después durante 10 segundos a 4 °C y se mantuvieron, finalmente, a 4 °C
otros 30 min. Después de una centrifugacion (13.000 x g, 3 min, 4 °C) se recogieron
los sobrenadantes y se cuantificaron proteinas por el método de Bradford (Bradford,
1976) usando BSA como estandar.

Alicuotas de 50 pg de cada muestra se preincubaron a 37 °C durante 30 min en
80 ul de tampoén de reaccion (0.1 mM fosfato pH 7.5, 5 mM DTT). Esta se inici6
afiadiendo los cofactores a una concentracién final de 2.5 mM NADPH, 30 mM G6P,
3 U/ml G6PDH) y el sustrato (100.000 dpm [“CJHMG-CoA). Para calcular el
rendimiento de la extraccién posterior se afiadieron, ademés, 4000 dpm de
[H]mevalonolactona. La reaccién se realizé a 37 °C y se paré después de 30 min
afiadiendo HCI (concentracién final: 0.5 N) y centrifugando a 13.000 x g durante 3
min.

Para separar el producto del sustrato, una alicuota de cada sobrenadante se
aplicé sobre una columna cromatografica que contenia 1 ml de Bio-Rex 5 (Edwards
et al., 1979) previamente equilibrada con 20 mM MVA. El [**C]mevalonato, asi como
el estandar interno, se eluyeron con 2 ml de H,0, recogiéndose en viales de centelleo a
los que se afiadié 10 ml de liquido de centelleo Optiscint Hi-Safe 3 (Pharmacia,
Madrid, Espafia), contandose la radiactividad asociada a cada muestra en un contador
LKB Wallac. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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Con objeto de determinar las condiciones de linealidad de la reaccion
enzimdatica se realizaron una serie de ensayos previos con células Hep-G2 tratadas 24
h con Lovastatina (30 uM). Cantidades micromolares de esta droga inhiben de forma
efectiva la sintesis de colesterol, al tiempo que la de los intermediarios de la via,
encargados, aquel y estos, de la regulacion negativa del enzima. El resultado es, por
tanto, un aumento de la expresidén del enzima y por ende de la cantidad total de
enzima, cuya actividad, sin embargo, sigue siendo inhibida por la droga mientras esta
presente en el cultivo. Para medir la actividad del enzima se hace necesario retirar la
inhibicion de la Lovastatina. Esto se consigue de forma eficaz incubando las células
con medio fresco los Gltimos 15 minutos antes de la finalizacion del ensayo, como se
describié mas arriba. Como se muestra en la Figura 7, la linealidad se mantiene entre
los valores de tiempo y cantidad de proteina estudiados. Se eligieron 30 min de
reaccion y 50 pg de proteinas para los subsiguientes experimentos.

La actividad (A) del enzima se expresd como
A = pmoles producto/ min - mg proteinas totales

seglin la ecuacidén

siendo

ps = pmoles totales de sustrato

t = tiempo de reaccion en minutos, ajustado de modo que fr <0.15

m = mg totales de sustrato

f;r = transformaci6n de sustrato corregida por la eficacia de la extraccion
es decir,

fr= “Cr . “Ha tal que 0< fi<1

14CA 3HR
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Figura 7

Estudio de la linealidad de la reaccion enzimdtica en el ensayo de la actividad
HMG-CoA reductasa. Platos de 100 mm al 75% de confluencia de células Hep-G2 se
trataron durante 24 h con Lovastatina (30 uM), al final de las cuales se incubaron
durante 15 min con medio fresco, recogiéndose las células, lisindose vy
cuantificandose. Se realizo el ensayo de actividad HMG-CoA red. como se indica en
esta misma seccion utilizando 50 pg de proteinas durante distintos tiempos de reaccion
(panel superior) o cantidades variables de proteina permitiendo la reaccién durante 30
min (panel inferior).
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donde

fr =0 corresponde a nula transformacion

fr =1 corresponde a la transformacién total de sustrato

*H,/ *Hg representa la pérdida de producto durante el proceso de extraccion
siendo

H, : dpm de [’H]-M VA afiadido
’Hg : dpm de [°’H]-MVA recuperado
¥C 4 : dpm de [*C]-HMG-CoA afiadido

¥Cg : dpm de [*C]-MVA producto de la reaccién

3.4  Estudio de la expresion de la HMG-CoA reductasa y el receptor de
LDL mediante técnicas de RT-PCR

3.4.1 Aislamiento de RNA total

El RNA total se extrajo de 5-10° células (HL-60 y U-937) o platos de 35 mm
al 75 % de confluencia (Hep-G2 y FRTL-5), afiadiendo 500 pl de TRIzol™ en las
condiciones que recomienda el fabricante. A continuacion, se afiadieron 100 pl de
cloroformo, se agit6 vigorosamente y se centrifugd (12.000 x g, 20 min, 4 °C),
recogiéndose la fase acuosa superior a la que se le afiadié un volumen igual de
isopropanol (Chomeczinski y Sacchi, 1987). Las muestras se incubaron a —20 °C
durante toda la noche para permitir la precipitacién del RNA y se centrifugaron
posteriormente a 12.000 x g durante 20 min a 4 °C. Después de dos lavados con etanol
al 75 %, el precipitado se resuspendié en 40 pl de HO/DEPC. Una alicuota (5 pl) se
utilizé para determinar la absorbancia a 260 nm y la relacion A260/A280, que fue
siempre igual o superior a 1.6. En todos los experimentos el rendimiento fue de 2-6 ug
de RNA total por millén de células. El RNA extraido se almacen6 a —70 °C hasta su
utilizacion.

3.4.2 Sintesis de cDNA

Se incubd 1 pg de RNA total con 0.5 pg de pd[T}i2s y 3 U de AMV-RT en
20 pl de tampén 1xPCR (10 mM Tris-HCI pH 9, 50 mM KCl, 0.1 % Tritén X-100), 5
mM MgCl,, 1 mM dNTPs, 20 U RNasin, durante 75 min a 42 °C. Finalizada la
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reaccion de sintesis de cDNA, las muestras se calentaron a 95 °C durante 10 min, se
enfriaron ripidamente en hielo y se guardaron a —20 °C, previa dilucién (1:4) con
H,O/DEPC.

3.4.3 Amplificacion por Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR)

Para la amplificacién, se mezclaron en frio 10 pl de la solucién anterior
(equivalente a unos 15 ng de RNA total) con tampén 1xPCR en un volumen final de
25 wl que ademés contenia 15 pmol (~125 ng) de la pareja de cebadores apropiada
(ver Tabla I), 2.5 uM Dig-11-dUTP, 1.5 mM MgCl,, 0.625 U Tag DNA polimerasa.
A continuacién, se le afiadieron 50 pl de aceite mineral y, tras una desnaturalizacion
de 4,5 min a 94 °C, se inicié la amplificacién de las muestras en un termociclador

programado para que realizara el siguiente perfil térmico por ciclo para los tres
enzimas estudiados:

La amplificacion se complet6 con un ciclo final de polimerizacién (7 min, 72
°C) después de lo cual se afiadieron 5 ul de tampdn de electroforesis (50 % glicerol,
0.1 % azul de bromofenol) a cada muestra y se extrajo el DNA que se almacend a —20
°C hasta su utilizacion.

Los cebadores utilizados se construyeron en base a las secuencias conocidas
de los genes humanos de la HMG-CoA reductasa (Powell y Kroon, 1992), el receptor
de LDL (Powell y Kroon, 1992) y la G3PDH (Clontech Laboratories Inc., Palo alto,
CA, USA), usado éste ultimo como control por ser un enzima constitutivo que no
varia con los tratamientos utilizados. Sus secuencias se muestran en la Tabla I.

Se determiné la linealidad del método en funcién del nimero de ciclos de
amplificacion (ver Figura 8) y la cantidad de RNA utilizado (ver Figura 9) para cada
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uno de los genes estudiados, en células Hep-G2 tratadas 24 h con Lovastatina.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se establecio el nimero de ciclos de
amplificacion para cada uno de los cebadores utilizados en cada una de las lineas
celulares bajo estudio, tal y como se describe en la Tabla I1.

HMGCoA red/s 5°- TAC CAT GTC AGG GGT ACG TC -3’ 246
HMGCoA red/a 5- CAAGCCTAG AGA CAT AATCATC -3
LDLR/s 5- TCT GTC TCG AGG GGT AGC TG -3 258
LDLR/a 5- CAATGT CTCACCAAGCTICTG -3
G3PDH/s 5’- TGA AGG TCG GTG TCA ACG GAT TTG GC -3’ 983
G3PDH/a 5- CAT GTA GGC CATGAG GTC CACCAC -3

Tabla I

Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los distintos enzimas
estudiados en esta memoria.
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Figura 8

Estudio de la linealidad de la sefial de amplificacion de HMG-CoA red., LDLR y
G3PDH respecto al niimero de ciclos de amplificacion. Se extrajo el RNA de células

Hep-G2 estimuladas con Lovastatina (30 uM), y una cantidad fija (125 ng) se
amplific6 con los distintos cebadores citados en la Tabla 1.
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Estudio de la linealidad de la sefial de amplificacion de HMG-CoA red., LDLR y
G3PDH respecto a la cantidad de RNA. Se extrajo ¢l RNA de células Hep-G2
estimuladas con Lovastatina (30 pM), y cantidades crecientes (15.6-250 ng) se
sometieron a amplificacion, utilizando los cebadores citados en la Tabla I, durante 18
ciclos para la G3PDH, 20 ciclos para la HMG-CoA red. y 22 ciclos para el LDLR.
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22 ciclos | 25 ciclos

18 ciclos | 18 ciclos

Tabla IT

Niimero de ciclos de amplificacion utilizado en la técnica de RT-PCR para cada uno
de los enzimas estudiados y segiin el tipo celular analizado.

3.4.4 Separacion y deteccion de los productos amplificados

Alicuotas de 10 ul de las muestras amplificadas se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa (1.8 %) en tampén TAE (40 mM Tris-acético pH 8, | mM EDTA) a
voltaje constante (100 volt). El gel se incubd en tampdn de transferencia (0.4 M
NaOH, 1.5 M NaCl) durante 15 min, transfiriéndose el DNA por presién positiva con
un PosiBlot® a una membrana de nylon cargada positivamente. Seguidamente, la
membrana se someti6 a cross-linking en un Stratalinker®.

La deteccién de los fragmentos amplificados se realizd6 por
quimioluminiscencia (Su ef al., 1994) usando un kit comercial (Dig luminiscence
detection kit) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la visualizacién la
membrana se expuso a una pelicula Polaroid 667.

Con objeto de comprobar si los productos amplificados por los cebadores
utilizados para la HMG-CoA reductasa y el receptor de LDL, coincidian con los
predichos en la bibliografia, se amplificé y separé (junto a un patrén) RNA total de
células Hep-G2 tratadas 24 h con Lovastatina, como se describi6 anteriormente. Para
visualizar los fragmentos amplificados se sumergié el gel en una solucién de 0.5
pg/ml de bromuro de etidio en TAE (Sharp et al., 1973) durante 15 min. Tras varios
lavados con TAE, los fragmentos se observaron y fotografiaron en un transiluminador
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bajo luz ultravioleta (302 nm). Como se observa en la Figura 10 (para la HMG-CoA
red.) y Figura 1I (para ¢l LDLR) el tamaifio en pares de bases de los fragmentos
amplificados coincide con los descritos en la Tabla I.

3.5  Estudio de la farnesilacion de p21™ mediante marcaje metabdlico e
inmunoprecipitacion

Para la determinacién y cuantificacién de las formas farnesilada-anclada a
membrana (procesada) y no farnesilada-citosolica (no procesada) de p21™ se
marcaron las proteinas con >°S-metionina/cisteina. Una vez finalizado el experimento,
las proteinas de Ras se inmunoprecipitaron con un anticuerpo especifico y se
separaron por electroforesis. Las proteinas se cuantificaron con el software incluido en
el equipo PhosphorImager (Molecular Dinamics Inc., USA).

3.5.1 Marcaje metabdlico

Se incubaron 1-107 células en tubos estériles de 15 ml durante 2 h con DMEM
libre de metionina suplementado con 2 % de BSA y los tratamientos indicados en la
seccion de “Resultados”. A continuacién se afiadieron 50 pCi/ml de Trans>S-Label
durante las siguientes 22 h. Con estas condiciones de marcaje aseguramos que la
incorporacién sobre p21™* de *>S-Metionina alcanza el equilibrio isotopico (Kawata et
al., 1994).

3.5.2 Inmunoprecipitacion

Tras lavar las células en PBS (pH 7.4), se lisaron en 500 pl de PBSTDS (10
mM fosfato sédico pH 7.4, SmM EDTA, 0.9 % NaCl, 1 % Triton X-100, 0.5 %
deoxicolato sédico, 0.1 %SDS, 0.2 % NaN,) frio, suplementado con una mezcla de
inhibidores (1 mM PMSF, 10 ug/ml leupeptina, 5 pg/ml aprotinina, 15 mM
iodoacetamida, 1mM ortovanadato) durante 30 min a 4 °C con agitacién. Se
centrifugaron las muestras (14.000 x g, 15 min, 4 °C) y se recogieron los
sobrenadantes. Alicuotas de éstos se usaron para cuantificar las proteinas de las
muestras por el método del 4cido bicinconinico.

La inmunoprecipitacion se comenzé afiadiendo 1 pg de anticuerpo pan-ras
(Ab-2) y 40 ul de solucién de proteina A-sefarosa previamente hidratada (ver “Otros
métodos: Preparacion de Proteina A-sefarosa™ en esta misma seccidn) sobre alicuotas
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Figura 10

Caracterizacion por tamaiio (pb) del producto de RT-PCR utilizando los cebadores
de HMG-CoA reductasa. Se aislo RNA de células HepG2 tratadas 24 h con
Lovastatina (30uM), se sintetiz6 cDNA y se amplificé mediante RT-PCR durante 35
ciclos. El producto amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa junto a un
patrén para determinar su tamafio. El gel se visualizé mediante la tincién con bromuro
de etidio.
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Figura 11

Caracterizacion por tamaiio (pb) del producto de RT-PCR utilizando los cebadores
de LDLR. Se aislé RNA de células HepG2 tratadas 24 h con Lovastatina (30puM), se
sintetiz6 ¢cDNA y se amplificé mediante RT-PCR durante 35 ciclos. El producto
amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa junto a un patrén para
determinar su tamafio. El gel se visualizé mediante la tincién con bromuro de etidio.
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de 1 mg de proteinas totales de cada muestra. Se igualaron volimenes con PBS,
permitiéndose la unién proteina-anticuerpo-proteina A-sefarosa durante toda la noche
a 4 °C con agitacion rotacional vertical (Hematology/Chemistry Mixer 346; Fischer
Scientific, Pittsburgh, PA, USA).

3.5.3 Electroforesis y cuantificacion

Las muestras se centrifugaron a 13.000 x g durante 10 min a 4 °C y se lavaron
con PBS tres veces para eliminar cualquier proteina no unida a la sefarosa.
Posteriormente, se afiadieron 25 pl de tampdn de electroforesis (6.2 mM Tris pH 6.8, 2
% SDS, 20 % glicerol, 5 mM B-mercaptoetanol, 1 % azul de bromofenol), y se
hirvieron las muestras durante 5 min para conseguir la total separacién del complejo
proteina-anticuerpo-proteinaA-sefarosa. El  sobrenadante de una segunda
centrifugacion (13.000 x g, 1 min), se recogié y se procedié a la separacion
electroforética de las proteinas (Laenmli, 1970) a 4 °C en un gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 15 % de reticulacién y 15 mA de corriente constante por gel. En todos
los geles se incluyeron patrones de pesos moleculares pretefiidos.

Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa mediante un
sistema de transferencia en semiseco (Trans-Blot) en tampo6n de Bjerrum y Schafer-
Nielsen (48 mM Tris pH 9.4, 39 mM glicerol, 20 % metanol, 0.0375 % SDS), a 4 °C
y 250 mA de corriente constante.

Las proteinas se visualizaron y cuantificaron utilizando la tecnologia de
acumulacién de fotones (Johnson er al, 1990), con un equipo automatizado
Phosphorlmager y el software de cuantificacion de la misma casa.

3.6  Estudio de la apoptosis celular

La apoptosis celular se determiné utilizando tres métodos complementarios:
uno semicuantitativo, basado en la existencia de cambios morfoldgicos del niicleo que
pueden ser visualizados como condensacién de cromatina, su compactacion a lo largo
de la periferia del niicleo y la segmentacion del niicleo en més de tres fragmentos; otro
cualitativo, en el que se detecta la fragmentacién del DNA debida a endonucleasas,
visualizada como una escalera discontinua (DNA ladder) de bandas multiméricas de
185-200 pb caracteristica del proceso apoptdtico (Arends ef al., 1990); y un tercero,
cualitativo también, que determina la proteolisis de la lamina B, un mecanismo
asociado a los procesos apoptdticos que ha sido descrito en una variedad de tipos
celulares (Kaufmann, 1989; Oberhammer et al., 1994; Neamati ef al., 1995; Mandal et
al., 1996; Shimizu y Pommier, 1997). Para el primero se utilizé el método de la tincién
con el fluorocromo bisbencimida aprovechando su capacidad para unirse al DNA
(Bose et al., 1995). Para el segundo, se utilizé una técnica puesta a punto por este
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laboratorio (Lopez Blanco ef al., 1998) basada en el marcaje terminal, mediante fag
DNA polimerasa, de los fragmentos de DNA con Dig-11-dUTP y su posterior
visualizacién por reacciéon con un sustrato quimioluminiscente. Para el tercero se

aislaron y lisaron niicleos, se extrajeron las proteinas y se sometieron a un proceso de
Western-blot.

3.6.1 Contaje de células apoptoticas tefiidas con bisbencimida

Triplicados de 0.5:10° células (U-937 y HL-60) o placas de 24 pocillos al 70
% de confluencia (Hep-G2), se lavaron con PBS y fijaron con 75 pl de
paraformaldehido al 3 %. Después de centrifugadas (1.500 x g, 3 min, 4 °C), las
células se resuspendieron en 15 ul de PBS que contenia 16 pg/ml de bisbencimida, y
se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, 10 ul de cada
muestra se aplicaron en portaobjetos y se visualizaron por microscopia de
fluorescencia. Se contabilizaron 500 células por muestra, entre las que se estimaron
aquellas que mostraron cambios apoptéticos en su cromatina segin los criterios arriba
expuestos.

3.6.2 Determinacion de la fragmentacion del DNA (DNA ladder)
3.6.2.1 Extraccién y purificacion del DNA de bajo peso molecular

El DNA se obtuvo de 1-10° células que, finalizados los tratamientos, se
lavaron en PBS y resuspendieron e incubaron a 4 °C durante 30 min en 100 pl de un
tampén hipoténico que contenfa detergente (10 mM Tris-HC1 pH7.5, 1 mM EDTA,
0.2 % Triton X-100). Tras una centrifugacién (12.000 x g, 15 min., 4 °C) para eliminar
los restos celulares y el DNA gendmico intacto asociado con la fraccién nuclear, se
sometié el sobrenadante a una digestién secuencial con 400 pg/ml de RNasa A libre
de DNasas y 400 pg/ml de proteinasa K, durante 1 h a 37 °C cada una.

Para extraer el DNA se afiadi6 a las muestras un volumen de fenol y otro de
cloroformo isoamilico (24:1). El DNA en la fase acuosa superior se precipitd con 2.5
volimenes de etanol, 0.1 volimenes de acetato sédico 3M (pH 5.2) y tRNA como
carrier, durante 1 ha —70 °C. La muestra se resuspendié en 30 ul de H;O/DEPC y se
conservé a —70 °C.

3.6.2.2 Marcaje del DNA

A las alicuotas de cada muestra (5 ul) se afiadieron 10 ul de tampén 10 mM
Tris-HCI pH 9.0, que contenia 50 mM KCl, 10 mM MgCl, 0.1 % Triton X-100, 100
pmol Dig-11-dUTP y 1 U Tag DNA polimerasa. La reaccién se realizé a 72 °C
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durante 15 min y se finaliz6 extrayendo las muestras con cloroformo.

3.6.2.3 Separacién y deteccion de los fragmentos de DNA

A cada muestra se le afiadieron 5 pl de tampon de electroforesis (ver epigrafe
3.4.3 de esta misma seccion). Los fragmentos de DNA se separaron y visualizaron de
manera analoga a la descrita en el epigrafe 3.4.4 de esta seccidn.

3.6.3 Estudio de la degradacion de lamina B mediante Western-blot

Se parti6 de 5 millones de células por tratamiento, al finalizar los cuales se
lavaron con PBS y se lisaron en 100 pl de tampén de lisis (10 mM HEPES pH 7.6, 10
mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.75 mM espermidina, 0.15 mM
espermina, 0.625 % NP-40, 1 mM PMSF). Las muestras se sometieron a
centrifugacion a 14.000 x g durante 2 min a 4 °C, descartando el sobrenadante y
lisando el precipitado nuclear con 50 pl de PBSTDS seguido de sonicacion. Alicuotas
de estos extractos se usaron para cuantificar proteinas por el método del 4cido
bicinconinico.

Se separaron 75 pg de proteinas totales por muestra mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 % de reticulaciéon y 15 mA de corriente
constante por gel, incluyéndose patrones de pesos moleculares pretefiidos en cada uno
de los geles. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa como se
describié més arriba (ver epigrafe 3.5.3)

La inmunodeteccién se realizd a temperatura ambiente incubando las
membranas 1 h en solucidén de bloqueo NET+gelatina (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 0.05 % Triton X-100, 0.25 % gelatina), seguida de una
incubacion de 2 h con una dilucion 1:5000 del anticuerpo policlonal anti-lamina B, y
otra de 1 h con una dilucién 1:5000 de un anticuerpo contra cabra conjugado a
peroxidasa. Las proteinas se visualizaron usando el sistema ECL de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

En un experimento previo, y para determinar la especificidad del anticuerpo
contra lamina B y su fragmento proteolitico, aquél se bloque6 con una solucién de 50
pg/ml del péptido generador del anticuerpo durante 2 h a 4 °C (Quintana ef al., 1993).
Extractos nucleares de células HL-60 tratadas 24 h con Lovastatina se sometieron al
proceso arriba descrito € incubaron con el anticuerpo bloqueado y sin bloquear. Como
se observa en la Figura 12, el bloqueo del anticuerpo conlleva una drastica
disminucién de la sefial, tanto en la proteina completa como en su fragmento
proteolitico, validando los subsiguientes ensayos.
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Figura 12

Determinacion de la especificidad del anticuerpo contra lamina B y su fragmento
proteolitico. Alicuotas de un extracto nuclear obtenido a partir de 5-10° células HL-60
tratadas 24 h con Lovastatina 10 pM, fueron separadas mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida (15 % de reticulacién) y transferidas a membranas de nitrocelulosa.
Una de las calles fue inmunorevelada con el anticuerpo contra lamina B (dilucion
1:5000), mientras la otra lo fue con el mismo anticuerpo y a la misma dilucion pero
incubandolo previamente con 50 pg/ml del péptido generador del anticuerpo durante 2
ha4°C.
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3.7  Estudios de proliferacion y viabilidad celular
3.7.1 Marcaje con PH]Timidina

Las células se crecieron en placas de 24 pocillos hasta alcanzar un 70% de
confluencia antes de aplicar los diferentes tratamientos. La [*H]Timidina (1uCi/ml) se
afiadié 6 h antes de finalizar el ensayo. Transcurrido este tiempo, las células se
depositaron en hielo y el medio se sustituy6 por 1 ml de TCA 10% frio durante 10-15
min. El lisado se recogié sobre filtros de 0.45 pm Metricel® (Gelman Sciences Inc.,
Ann Arbor, MI, USA) utilizando un colector multiple para filtracion a vacio
(Millipore Ibérica, S.A., Madrid, Espafia). Los filtros se transfirieron a viales con 3 ml
de lquido de centelleo Optiscint Hi-Safe 3 (Pharmacia, Madrid, Espafia), y la
radiactividad asociada a cada muestra se cuantificé en un contador LKB Wallac.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.7.2 Tincion de Azul de Tripdn

Triplicados de 0.5-10° células se trataron y, al finalizar el ensayo, se
centrifugaron (1500 x g, 10 min) y resuspendieron en 50 ul de medio fresco. Alicuotas
de 25 pl se mezclaron con un volumen igual de Azul de Tripan (0.4 %), aplicindose
25 pl en una camara Neubauer donde se contaron las células que excluyeron el
colorante con una lupa Alphaphot-2 (Nikon, Japon).

3.8 Otros métodos
3.8.1 Activacion de la Lovastatina

Para utilizar la Lovastatina en los tratamientos celulares, ésta hubo de ser
convertida de la forma inactiva (lactona), en la que fue donada por Merck, Sharp &
Dohme Co., a la forma activa (4cido), tal y como se ilustra en las férmulas incluidas
mas abajo.

La deslactonizacién se llevd a cabo (DeClue et al., 1991) disolviendo la
cantidad apropiada de Lovastatina en etanol y calentando, a continuacién, a 50 °C en
0.1 N de NaOH durante una hora. Finalmente, la solucion se neutralizé con HCl y se
almacend sin filtrar como un stock de 10 mM a —70 °C.
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3.8.2 Preparacion de la resina Bio Rex 5

Antes de ser utilizada como resina intercambiadora anidnica en los ensayos de
actividad enzimatica, se hidratd al 25 % en H;O. Después de la sedimentacion, se
decantaron los finos, repitiendo el proceso tantas veces como fue necesario para
eliminar todos los finos de la suspensién. La resina se almacené a 4 °C como
suspension al 50 %.

3.8.3 Preparacion de la proteina A-sefarosa

Previamente a su utilizacién en los ensayos de inmunoprecipitacién, la
proteina A-sefarosa se suspendié en una solucién de PBS (pH 7.4), 3 % BSA, 0.1 %
NaNs, en exceso, durante 4 h a 4 °C con agitacién ocasional. Tras una centrifugacion a
1500 x g durante 5 min a 4 °C, se lav dos veces en una solucién de PBS (pH 7.4), 0.1
% NaN3, y se guardé a 4 °C como un stock al 50 % en la misma solucion de lavado.

3.8.4 Determinacion de proteinas

La concentracién de proteinas se midié a 595 nm en un espectrofotémetro
Ceres900C (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski VT, USA) por el método Bradford
(Bradford, 1976), usando un kit comercial (Bio-Rad Laboratories SA, Madrid,
Espafia). La determinacion de proteinas en muestras diluidas o que contenian
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productos que interferfan con el método anterior, se realizé a 562 nm, usando el
método del 4cido bicinconinico (Smith ef al., 1985), que proporciona un rango 6ptimo
de trabajo de 0.5-20 ug de proteinas. Los reactivos para este método se obtuvieron de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Para la construccién de la curva estandar
se utilizo BSA en ambos casos.

3.9 Métodos estadisticos
Las muestras fueron siempre triplicados o cuadruplicados y los experimentos

se repitieron al menos tres veces. La comparacion entre los distintos tratamientos se
realiz6 por el método de la T de Student o analisis de varianza.
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4.1  Estudio de la actividad HMG-CoA reductasa en respuesta a TNFo
y ceramida en células U-937, HL-60, Hep-G2 y FRTL-5

Los primeros ensayos de esta memoria se disefiaron para evaluar los efectos
del TNFa y su mensajero intracelular, la ceramida, sobre la actividad del enzima
HMG-CoA reductasa en dos lineas de células linfoides humanas (U-937 y HL-60),
otra de células hepaticas humanas (Hep-G2) y una cuarta de células del tiroides de rata
(FRTL-5).

La actividad del enzima se cuantificdé en términos de formacién de
[*C]mevalonato a partir del sustrato [*CJHMG-CoA (Goldstein et al., 1983) como se
describe en Material y Métodos (epigrafe 3.3). Algunos ensayos se realizaron en
células tratadas con Lovastatina dado que, como se ha descrito en Material y Métodos
(epigrafe 3.3), la utilizacién de este modelo permite investigar la regulacién de la
expresion del enzima independientemente de colesterol/isoprenoides.

Ademds y puesto que las membranas celulares son impermeables a las
moléculas de ceramida nativa, se utiliz, en todos los ensayos en los que se estudia la
accién de este compuesto, un derivado sintético de la ceramida, la N-acetil
esfingosina (C2-ceramida), en el que el 4cido graso de cadena larga del grupo amino
se sustituye por un grupo acetilo aumentando, de esta forma, la permeabilidad de la
molécula.

4.1.1 EITNFay la ceramida inhiben la actividad HMG-CoA reductasa en
células U-937 y HL-60

Se afiadié TNFa. (30 ng/ml) o C2-ceramida (20 pM) durante tiempos variables
(1-6 h) a células U-937 (5-10° células/tratamiento) previamente tratadas con
Lovastatina (20 uM) durante toda la noche.

Como se observa en la Figura 13 ¢l TNFa inhibe la actividad del enzima de
forma dependiente del tiempo, llegando hasta un 80 % a las 6 h de tratamiento. Como
se esperaba, el mensajero intracelular del TNFa, la ceramida, inhibe la actividad de la
HMG-CoA reductasa de forma similar.

Para medir los efectos de la ceramida sobre la actividad HMG-CoA reductasa
en células HL-60, éstas se serodeprimieron toda la noche y, a continuacion, se
tomaron alicuotas de 5-10° células que se trataron con Lovastatina (10 uM) sola o en
combinacién con C2-ceramida (6 uM) durante tiempos crecientes (3-24 h). Tras
deprivar a las células de Lovastatina se ensay6 la actividlad HMG-CoA reductasa. De
esta manera, esperabamos observar que el aumento de actividad en funcién del tiempo
inducido por la Lovastatina fuera inhibido por la ceramida.
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Figura 13

El TNFa y la ceramida inhiben la actividad de la HMG-CoA reductasa en células
U-937. Las células (5-10%tratamiento) se serodeprimieron y pretrataron con
Lovastatina (20uM) toda la noche, tras lo cual se afiadi6 TNFa (30 ng/ml) o C2-
ceramida (20uM) durante los tiempos indicados, al final de los cuales se sustituyeron
los medios por DMEM durante 15 min. A continuacién se realizé el ensayo de
actividad enzimética seglin se describe en Material y Métodos (epigrafe 3.3). El
ensayo se realizo por triplicado. Se muestra un experimento representativo de al
menos otros tres
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Como se observa en la Figura 14, la ceramida inhibe de forma dependiente
del tiempo el aumento de la actividad HMG-CoA reductasa inducida por la
Lovastatina. La inhibicién se sitia en torno a un 30-35 % entre las 12 y las 24 h de
tratamiento.

4.1.2 ElTNFay la ceramida inducen la actividad HMG-CoA reductasa en
células Hep-G2 y FRTL-5

Para medir la actividad de la HMG-CoA reductasa en células Hep-G2, éstas se
cultivaron en platos de 35 mm y se llevaron al 75 % de confluencia, momento en el
que se afiadid al medio de cultivo TNFa (100 ng/ml) o C2-ceramida (30 uM) durante
1, 3 y 6 horas. A continuacion, se realizd el ensayo de actividad enzimatica.

Como se muestra en la Figura 15, tanto el TNFa como la ceramida aumentan
en un 60 % la actividad enzimatica a las 3 h de tratamiento. La ceramida es capaz de
incrementar la actividad en un 100 % después de 6 horas.

Las células FRTL-5, cultivadas como se describe en el epigrafe 3.2.4 de
Material y Métodos, se mantuvieron 3 dias en medio sin TSH (5H) con NCS al 5% y
otros 2 dias en 5H con 0.2% de NCS. Los experimentos se iniciaron siempre con
células al 75 % de confluencia, y el TNFa (30 ng/ml) o la C2-ceramida (30 pM) se
afiadieron durante 1, 3, 6 y 12 h, después de las cuales se ensayd la actividad de la
HMG-CoA reductasa.

Como se muestra en la Figura 16, tanto el TNFo como la ceramida inducen
en las primeras 6 h de tratamiento un aumento de la actividad HMG-CoA reductasa

que triplica la actividad basal de las células. A las 12 h el aumento llega a ser de hasta
un 500 %.

4.2  Estudio de la expresién de HMG-CoA reductasa en respuesta a
TNFa y ceramida en células U-937, HL-60, Hep-G2 y FRTL-5

Para conocer si los efectos sobre la actividad de la HMG-CoA reductasa

debidos al TNFo y la ceramida tienen lugar a nivel transcripcional o post-
transcripcional investigamos, a continuacion, la existencia de cambios en los niveles
de mRNA en células U-937, HL-60, Hep-G2 y FRTL-5, en respuesta a la citoquina y a
su mensajero intracelular.
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Figura 14

La ceramida inhibe la actividad de la HMG-CoA reductasa en células HL-60. Las
células (5-10%tratamiento) se serodeprimieron toda la noche y se trataron con
Lovastatina (10 pM) sola o en combinacién con C2-ceramida (6 uM) durante los
tiempos indicados, al final de los cuales se sustituyeron los medios por DMEM
durante 15 min. A continuacion se realizé €l ensayo de actividad enzimatica segin se
describe en Material y Métodos. El ensayo se realizé por triplicado. Se muestra un
experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 15

El TNFa y la ceramida inducen la actividad de la HMG-CoA reductasa en células
Hep-G2. Las células (platos de 35 mm a subconfluencia/tratamiento) se trataron con
TNFa (100 ng/ml) o C2-ceramida (30 pM) durante los tiempos indicados. A
continuacién se realizd el ensayo de actividad enzimética segin se describe en

Material y Métodos. El ensayo se realiz6 por triplicado. Se muestra un experimento
representativo de al menos otros tres.
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Figura 16

EI TNFa y la ceramida inducen la actividad de la HMG-CoA reductasa en células
FRTL-5. Las células (platos de 35 mm al 75% de confluencia/tratamiento) se
mantuvieron 3 dias en 5H 5% NCS y otros 2 dias en 5H 0.2% NCS antes de tratarlas
con TNFa (30 ng/ml) o C2-ceramida (30 pM) durante los tiempos indicados. A
continuacién se realizé el ensayo de actividad enzimética segin se describe en
Material y Métodos. El ensayo se realizé por triplicado. Se muestra un experimento
representativo de al menos otros tres
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Para ello utilizamos la técnica de RT-PCR como se describe en Material y
Métodos (ver epigrafe 3.4). En todos los casos se amplificé de forma paralela la
G3PDH como control interno. Las bandas de DNA visualizadas por
quimioluminiscencia se cuantificaron con el software ImageMaster™ de Pharmacia
Biotech (Uppsala, Suecia). Las densidades Opticas obtenidas se normalizaron por las
correspondientes a la G3PDH.

4.2.1 EITNFay la ceramida inhiben la expresion de HMG-CoA reductasa en
células U-937 y HL-60

Para medir los efectos del TNFa y la ceramida sobre la expresion de la HMG-
CoA reductasa en células U-937, éstas se cultivaron como se describe en Material y
M¢étodos y se pretrataron como se indica en el epigrafe 4.7.1 de esta misma seccién,
con el objeto de aumentar al méximo la expresion del enzima. A continuacién, se
tomaron alicuotas de 3-10° células a los que se afiadi6 TNFo (30 ng/ml) o C2-
ceramida (20 uM) durante 1, 3 y 6 h. Se extrajo el RNA y se sintetizé el cDNA como
se describe en Material y Métodos (ver epigrafe 3.4) para, posteriormente, amplificar
el cDNA obtenido utilizando los cebadores descritos en la Tabla I. El ntimero de

ciclos de amplificacion fue (ver Tabla II) de 22 para la HMG-CoA reductasa y 18
para la G3PDH.

En la Figura 17 se muestra como, efectivamente, la serodepresion y el
pretratamiento con Lovastatina conducen a un aumento en la expresion de la HMG-
CoA reductasa y como el TNFa produce, desde la primera hora de tratamiento, una
drastica disminucién, en torno al 75 %, del RNA mensajero, que se hace maxima a las
6 h con casi un 90 % de inhibicién. Asimismo, el tratamiento con C2-ceramida inhibe
los niveles de expresion del enzima de forma dependiente del tiempo, efecto que se

hace patente desde las 3 h, con mas de un 65 % de inhibicién, llegando a ser de un 80
% alas 6 h.

Utilizando el mismo disefio experimental que el empleado en el ensayo de
actividad enzimatica para esta linea celular (ver epigrafe 4.1.7 de esta misma seccién),
3-10° células HL-60 se trataron con Lovastatina (10 pM) sola o en combinacién con
C2-ceramida (6 uM) durante 3 y 24 h. El analisis por RT-PCR se realiz6 como se
describi6 anteriormente, utilizando 25 y 18 ciclos de amplificacién para la HMG-CoA
reductasa y la G3PDH, respectivamente (ver Tabla II).

En la Figura 18 se puede observar como la Lovastatina induce la expresién de
la HMG-CoA reductasa y como el tratamiento con C2-ceramida inhibe la expresién
del enzima en un 55 % en las tres primeras horas, hasta un 67 % al final del
tratamiento a las 24 h.
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Figura 17

El TNFa y la ceramida inhiben la expresion de la HMG-CoA reductasa en células
U-937. Las células (3-10%tratamiento) se serodeprimieron y pretrataron con
Lovastatina (20uM) durante toda la noche. A continuacion, se trataron durante los
tiempos indicados con TNFa (30 ng/ml) o C2-ceramida (20uM). El anélisis por RT-
PCR se realizé segin se describe en Material y Métodos. En el panel inferior se
muestra la cuantificacién de las bandas de HMG-CoA red. normalizadas por la
G3PDH. Se muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 18

La ceramida inhibe la expresion de la HMG-CoA reductasa en células HL60. Las
células (3-10%tratamiento) se serodeprimieron toda la noche y se trataron con
Lovastatina (10 uM) sola o en combinacidon con C2-ceramida (6 uM) durante los
tiempos indicados. El anilisis por RT-PCR se realizé segin se describe en Material y
Métodos. En el panel inferior se muestra la cuantificacién de las bandas de HMG-CoA
red. normalizadas por la G3PDH. Se muestra un experimento representativo de al
menos otros tres.
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4.2.2 ElTNFay la ceramida inducen la expresion de HUG-CoA reductasa en
células Hep-G2 y FRTL-5

Las células Hep-G2 se cultivaron como se describe en el epigrafe 4.1.2 y en
Material y Métodos, esto es, se cultivaron en platos de 35 mm que se llevaron a
subconfluencia antes de comenzar el ensayo. El TNFa (100 ng/ml) y la C2-ceramida
(30 uM) se afiadieron durante 1, 3 y 6 h. Una vez finalizado el experimento se realizé
el andlisis por RT-PCR como se describié anteriormente. El nimero de ciclos de
amplificacién para cada una de las enzimas en estudio fue (ver Tabla II) de 20 ciclos
para la HMG-CoA reductasa y 18 ciclos para la G3PDH.

Como puede observarse en la Figura 19, el tratamiento con TNFa o ceramida
produce un aumento dependiente del tiempo en la expresién del enzima. En el caso de
la citoquina, comienza a las 3 h con una induccién del 150 %, y se eleva, a las 6 h de
tratamiento, mas de 60 veces el control. La ceramida produce un aumento mas
moderado del 75 % a las 3 h, que llega a ser del 600 % a las 6 h.

Las células FRTL-5 se cultivaron como se describe en el epigrafe 4./.2 y en
Material y Métodos. Cuando las células alcanzaron el 75 % de confluencia se inici6 el
experimento afiadiendo TNFa (30 ng/ml) o C2-ceramida (30 uM) durante 1,6 y 12 h.
El anlisis por RT-PCR se realiz6 como se describi6 anteriormente, utilizando 27 y 18
ciclos de amplificacién para la HMG-CoA reductasa y la G3PDH, respectivamente
(ver Tabla II).

En la Figura 20 se puede observar como el tratamiento con TNFa induce un
claro aumento en la expresion del enzima desde la primera hora de tratamiento (en
torno a un 350 % sobre el control), efecto que llega a mas del 600 % a las 6 h y
comienza a disminuir a las 12 h con un aumento del 450 %. La ceramida también
induce la expresion del enzima, sobre unas 15 veces el control, en la primera hora de
tratamiento, induccién que va remitiendo progresivamente desde las 6 a las 12 h, con
aumentos de 12 y 5 veces el control, respectivamente.

4.2.3 ElTNFay la ceramida inducen la expresion del receptor de LDL en
células Hep-G2

Ya que la HMG-CoA reductasa y el receptor de LDL son genes que
habitualmente (y en especial en el hepatocito) son corregulados por los distintos
factores implicados en el control de la via del colesterol, quisimos estudiar si el
aumento en la expresién de la HMG-CoA reductasa observado en células Hep-G2,
llevaba asociado una induccion paralela de la expresion del LDLR.

Para ello, utilizando el mismo ¢cDNA en el que se midi6 la expresion de la
HMG-CoA reductasa, realizamos un ensayo paralelo de RT-PCR utilizando los
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Figura 19

El TNFa y la ceramida inducen la expresion de la HMG-CoA reductasa en células
Hep-G2. Las células (platos de 35 mm a subconfluencia/tratamiento) se trataron con
TNFa (100ng/ml) o C2-ceramida (30puM) durante los tiempos indicados. El anlisis
por RT-PCR se realizd seglin se describe en Material y Métodos. En el panel inferior
se muestra la cuantificacién de las bandas de HMG-CoA red. normalizadas por la
G3PDH. Se muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 20

El TNFa y la ceramida inducen la expresion de la HMG-CoA reductasa en células
FRTLS. Las células (platos de 35 mm al 75% de confluencia/tratamiento) se
mantuvieron 3 dias en SH 5% NCS y otros 2 dias en 5H 0.2% NCS antes de tratarlas
con TNFo (30ng/ml) o C2-ceramida (30uM) durante los tiempos indicados. El
analisis por RT-PCR se realiz6 segin se describe en Material y Métodos. En el panel
inferior se muestra la cuantificacién de las bandas de HMG-CoA red. normalizadas
por la G3PDH. Se muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 21

El TNFa y la ceramida inducen la expresion del receptor de LDL en células Hep-
G2. Las células (platos de 35 mm a subconfluencia/tratamiento) se trataron con TNFa
(100 ng/ml) o C2-ceramida (30 pM) durante los tiempos indicados. El anélisis por RT-
PCR se realizé seglin se describe en Material y Métodos. En el panel inferior se
muestra la cuantificacién de las bandas de LDLR normalizadas por la G3PDH. Se
muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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cebadores para el LDLR que se detallan en la Tabla I, utilizando 22 ciclos de
amplificacion como se describe en la Tabla I1.

Como puede observarse en la Figura 21, el TNFa y la ceramida inducen la
expresion del receptor de LDL de forma muy similar a como lo hacen con la HMG-
CoA reductasa, esto es, con un pronunciado aumento del RNA mensajero del enzima a
las 6 h de tratamiento con TNFa (en torno a 400 veces el control), y una induccién
moderada cuando se trata con C2-ceramida, que se sitda entre 10 y 37 veces el control
a las 3 y 6 horas de tratamiento, respectivamente.

4.3  Estudio de la farnesilacion de p21"™ en respuesta a TNFa y
ceramida en células HL-60 y Hep-G2

La farnesilacién de proteinas es un proceso condicionado por la actividad de
la HMG-CoA reductasa (Leonard et al., 1990; Beck ef al., 1990). Como el TNFa y la
ceramida inhiben e inducen la actividad de la reductasa en HL-60 y Hep-G2,
respectivamente, decidimos estudiar si también se ve afectada la farnesilacién de
p21™ en ambos tipos celulares.

4.3.1 ElTNFa y la ceramida inhiben la maduracion de p21'* en células HL-60

Para el estudio de la farnesilacién de p21™® se utilizaron alicuotas de 10-10°
células HL-60 que se trataron con Lovastatina (10 pM), TNFa (30 ng/ml) y C2-
ceramida (6 uM) con y sin mevalonato (20 mM) en medio libre de metionina durante
24 h. Dos horas después de iniciados los tratamientos las células se marcaron con 50
uCi/ml de Trans*S-Label. Las proteinas (1 mg) se inmunoprecipitaron con un
anticuerpo anti-ras (pan-ras Ab-2), se separaron mediante SDS-PAGE (15 % de
reticulacion) y se transfirieron a una membrana de NC donde las proteinas marcadas
con >>S-Metionina fueron visualizadas y cuantificadas con un equipo Phosphorlmager.

En la Figura 22 se muestra como, de acuerdo con lo ya descrito (Pérez-Sala y
Mollinedo, 1994) la Lovastatina inhibi6 el procesamiento de p21™. La existencia de
la inhibicién del procesamiento puede deducirse de la acumulacién (mas de 15 veces
la basal) del precursor no farnesilado de p21™. El efecto de la Lovastatina se revierte
casi en su totalidad (94 %) con la adicién de mevalonato, lo que prueba que la
ausencia de maduracion de p21™ es consecuencia de la inhibicién de la HMG-CoA
reductasa. El TNFa y la ceramida que, como hemos demostrado previamente, inhiben
la expresion de la HMG-CoA reductasa en esta linea celular, previenen, asimismo, la
maduracion de p21™®, con una acumulacién de la forma no procesada de alrededor de
10 y 6 veces la basal, respectivamente. Al igual que en el caso de la Lovastatina la
adiciéon de mevalonato revierte en un 68 y 78 %, respectivamente, los efectos del
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Figura 22

El TNFa y la ceramida inhiben la maduracion de p2I'™ en células HL-60. Se
trataron 10-10° células HL60 durante 24 h con Lovastatina (10 uM), TNFa (30 ng/ml)
y C2-cer (6 uM) con y sin MVA. Dos horas después de iniciados los tratamientos las
células se marcaron con 50 pCi/ml de Trans®S-Label. Se inmunoprecipité 1 mg de
proteinas totales, se separaron en gel de poliacrilamida al 15%, se transfirieron a
membranas de NC y se expusieron durante 3 dias a una placa de Phosphorlmager. En
el panel inferior se muestra la cuantificacion de las proteinas visualizadas. Se muestra
un experimento representativo de al menos otros tres.

73

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados

TNFa y la ceramida.

4.3.2 EITNFa y la ceramida no afectan a la maduracion de p21'® en células
Hep-G2

Se trataron células Hep-G2 (10-10° células/tratamiento) con Lovastatina (30
pM), TNFa (100 ng/ml) y C2-cer (30 pM) con y sin MVA (20 mM) durante 24 h en
medio libre de metionina. El ensayo se realizé de forma idéntica al anterior (epigrafe
4.3.1), es decir, las células se marcaron dos horas después de iniciados los tratamientos
con 50 puCi/ml de Trans™S-Label, se inmunoprecipité 1 mg de protefnas con un
anticuerpo anti-ras (pan-ras Ab-2), éstas se separaron mediante SDS-PAGE (15 % de
reticulacién) y se transfirieron a una membrana de NC. Las proteinas marcadas se
visualizaron y cuantificaron con un equipo Phosphorlmager.

Como se muestra en la Figura 23, el tratamiento con Lovastatina induce la
acumulacion de la forma no procesada de p21™ en torno a un 200 % sobre el control,
mientras los tratamientos con TNFa o ceramida sittian al precursor no farnesilado por
debajo del control. El cotratamiento con mevalonato revierte en su totalidad el efecto
de la Lovastatina y hace casi desaparecer la sefial del precursor en los tratamientos con
TNFa o ceramida.

4.4  Estudio de la viabilidad/proliferacion en respuesta a ceramida de
células HL-60 y Hep-G2
Puesto que algunas proteinas farnesiladas, como p21™, estin directamente
implicadas en la sefializacion de los procesos de proliferacién celular (Barbacid,
1987), tefiimos con Azul de Tripan células HL-60 tratadas con ceramida para
determinar su viabilidad y marcamos con Timidina tritiada células Hep-G2 con el
objeto de estudiar los efectos de la ceramida sobre su proliferacion.

4.4.1 La ceramida disminuye la viabilidad de las células HL-60

Las células de HL-60 (0.5-10° células/tratamiento) se trataron con C2-

ceramida (6 uM) durante tiempos crecientes (24-72 h). Alicuotas de cada muestra se
tifieron con Azul de Tripan (0.2 %) y se contabilizaron las que excluyeron el
colorante.

Como se observa en la Figura 24, el tratamiento con ceramida produce una

dramaética disminucion de la viabilidad en estas células, que se sitiia en torno al 50 % a
las 24 h y practicamente en el 100 % a las 72 h.
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Figura 23

El TNFa y la ceramida no afectan a la maduracion de p21'® en células Hep-G2. Se
trataron 10-10° células Hep-G2 durante 24h con Lovastatina (30 uM), TNFa (100
ng/ml) y C2-cer (30 pM) con y sin MVA (20 mM). Dos horas después de iniciados los
tratamientos las células se marcaron con 50 uCi/ml de Trans®S-Label. Se
inmunoprecipité 1 mg de proteinas totales, se separaron en gel de poliacrilamida al
15%, se transfirieron a membranas de NC y se expusieron durante 3 dias a una placa
de PhosphorImager. En el panel inferior se muestra la cuantificacion de las proteinas
visualizadas. Se muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 24

La ceramida disminuye la viabilidad de las células HL-60. Células HL-60 (0.5-10°
células/tratamiento) se trataron con C2-ceramida (6 uM) durante los tiempos
indicados. Alicuotas de cada muestra se tifieron con Azul de Tripan (0.2 %) y se
contabilizaron las que excluyeron el colorante. El ensayo se realizé por triplicado. Se
muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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4.4.2 La ceramida no afecta a la proliferacion de las células Hep-G2

Se cultivaron células Hep-G2 en placas de 24 pocillos y se llevaron a un 70 %
de confluencia. A continuacién se trataron con dosis crecientes (3-30 pM) de C2-
ceramida en presencia de FBS (10 %) durante 24 h, afiadiéndose, 6 h antes de finalizar
el ensayo, 1pCi/ml de [*H]Timidina. La radiactividad asociada a cada muestra se
contd como se describe en Material y Métodos (epigrafe 3.7.1)

Como se muestra en la Figura 25, el tratamiento con ceramida no afecta a la
proliferacion celular de las Hep-G2 a ninguna de las dosis evaluadas en el ensayo.

4.5 Medida de la apoptosis en respuesta a TNFa y ceramida en células
U-937, HL-60 y Hep-G2

Puesto que es conocido que el TNFa y su mensajero intracelular inducen
apoptosis en células linfoides (Elias et al., 1988; Elias y Berry, 1991; Greenblatt y
Elias, 1992; Wright et al., 1992; Obeid ef al., 1993; Jarvis et al., 1994b) estudiamos, a
continuacion, si el descenso de la viabilidad observado pudiera ser consecuencia de la
induccién de la muerte programada de las células. Para correlacionar la aparicion de
apoptosis en respuesta al TNFa y la ceramida con la inhibicion de la expresién de la
HMG-CoA reductasa observada, se intentd, ademas, revertir la apoptosis inducida con
la adicién de mevalonato.

Se utilizaron los tres métodos complementarios descritos en Material y
Meétodos (ver epigrafe 3.6) para determinar el nivel de apoptosis de las células.

4.5.1 ElTNFay la ceramida inducen apoptosis, medida por incorporacion de
bisbencimida, en células U-937 y HL-60

Alicuotas de 0.5-10° células U-937 se trataron durante 6 h con Lovastatina (20
uM), TNFa (30 ng/ml) y C2-ceramida (20 pM) con o sin MVA (20 mM). Las células
se fijaron y tifieron con bisbencimida. Para cuantificar el grado de apoptosis se
visualizaron las muestras con microscopio de luz fluorescente y se determind el
porcentaje de células en las que los niicleos presentaron las caracteristicas descritas en
Material y Métodos (epigrafe 3.6).

En la Figura 26 se muestran campos representativos de dos preparaciones de

células control y tratadas con TNFa. Sefialadas por flechas rojas se indican varias
células apoptéticas en las que se observa la formacion de cuerpos apoptéticos inducida
por el tratamiento con TNFa.
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Figura 25

La ceramida no afecta a la proliferacion de las células Hep-G2. Células Hep-G2
(placas de 24 pocillos al 70% de confluencia) se trataron durante 24h con C2-ceramida
a las concentraciones que se indican, en presencia de FBS (10 %). 6 h antes de
finalizar el ensayo se afiadié 1uCi/ml de [’H]Timidina. Se lisaron con 1 ml de TCA
10% frio para luego contar la radiactividad asociada a cada muestra como se describe
en Material y Métodos. El ensayo se realiz6 por triplicado. Se muestra un experimento
representativo de al menos otros tres.
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Figura 26

= Microscopia de fluorescencia en células U-937 teiiidas con bisbencimida. Se
trataron 0.5-10° células U-937 con y sin TNFa (30 ng/ml) durante 6 h, se fijaron con
75 wl de paraformaldehido al 3 % y se tifieron con bisbencimida (16 pg/ml) como se
describe en Material y Métodos. Las fotografias se obtuvieron con un objetivo Plan-
NEOFLUAR 63x y en ambas se muestra un campo representativo.
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En la Figura 27 se muestra la grafica del ensayo en su conjunto. Como puede
observarse y ha sido ya descrito (Pérez-Sala y Mollinedo, 1994), la Lovastatina (usada
como control positivo) produce un aumento de la apoptosis que casi duplica a la basal,
efecto que es revertido en su totalidad por el cotratamiento con mevalonato. El TNFa
y la ceramida inducen, también, la apoptosis de las células, que se sitia entre siete y
casi tres veces mas, respectivamente, de la existente en el control. El cotratamiento
con mevalonato revierte el efecto apoptotico debido a la citoquina y a su mensajero
hasta en un 50 %.

Alicuotas de 0.5-10° células HL-60 se trataron durante 24 h con Lovastatina
(10 uM), TNFa (30 ng/ml) y C2-ceramida (6 pM) con o sin MVA (20 mM). Después
de la fijacidn, las células se tifieron con bisbencimida, se visualizaron con microscopia
fluorescente y se contabilizaron las apoptoticas

Como se muestra en la Figura 28, los tres tratamientos inducen un aumento
de la apoptosis a las 24 h en torno a 3 veces la basal. El cotratamiento con mevalonato,
como en el caso anterior, inhibe drasticamente la apoptosis inducida por Lovastatina,
mientras que revierte entre un 50 y un 30 %, la inducida por TNFa y ceramida,
respectivamente.

4.5.2 ElTNFay la ceramida no inducen apoptosis, medida por incorporacion de
bishencimida, en células Hep-G2

Se crecieron células Hep-G2 en placas de 24 pocillos hasta subconfluencia y
entonces se trataron con TNFa (100 ng/ml) y C2-ceramida (30 uM) durante tiempos
crecientes (24-48 h). Tras fijarlas y tefiirlas se observaron con microscopia de
fluorescencia, contabilizdndose las células apoptéticas.

Como se observa en la Figura 29, ninguno de los tratamientos a lo largo de
Jos tiempos ensayados condujo a variaciones en la apoptosis celular.

4.5.3 El TNFay la ceramida inducen apoptosis, medida como fragmentacion de
DNA, en células U-937

En paralelo al ensayo de bisbencimida en U-937 (ver esta misma seccion,
epigrafe 4.5.1), alicuotas de 1-10° células U-937 se trataron, durante 6 h, con
Lovastatina (20 uM), TNFa (30 ng/ml) y C2-ceramida (20 uM) con y sin MVA (20
mM). A continuacién se determiné la fragmentacion del DNA como se describe en
Material y Métodos (epigrafe 3.6.2).
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Figura 27

El INFa y la ceramida inducen apoptosis, medida por incorporacion de
bisbencimida, en células U-937. Células U-937 (0.5-10° células/tratamiento) se
trataron con Lovastatina (20 uM), TNFa (30 ng/ml) y C2-ceramida (20 pM) con y sin
MVA (20 mM) durante 6 h. Se fijaron con 75 ul de paraformaldehido al 3 % y se

tifieron con bisbencimida (16 pg/ml), contabilizdndose como se describe en Material y
Métodos. Se muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 28

El TNFa y la ceramida inducen apoptosis, medida por incorporacion de
bisbencimida, en células HL-60. Células HL-60 (0.5-10° células/tratamiento) se

trataron con Lovastatina (10 uM), TNFa (30 ng/ml) y C2-ceramida (6 pM) con y sin
MVA (20 mM) durante 24 h. Se fijaron con 75 pl de paraformaldehido al 3 % y se

tifieron con bisbencimida (16 pg/ml), contabilizdndose como se describe en Material y
Métodos. Se muestra un experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 29

El TNFa y la ceramida no inducen apoptosis, medida por incorporacion de
bisbencimida, en células Hep-G2. Células Hep-G2 (placas de 24 pocillos a
subconfluencia) se trataron con TNFa (100 ng/ml) y C2-ceramida (30 pM) durante los
tiempos indicados. Se fijaron con 75 pl de paraformaldehido al 3 % y se tifieron con
bisbencimida (16 ug/ml), contabilizindose como se describe en Material y Métodos.

El ensayo se realiz6 por triplicado. Se muestra un experimento representativo de al
menos otros tres.
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En la Figura 30 puede observarse como tanto la Lovastatina como la

ceramida y, de forma mucho més acusada, el TNFa, inducen fragmentacion del DNA.
El cotratamiento con mevalonato revierte en todos los casos la apoptosis.

4.5.4 EITNFay la ceramida inducen apoptosis, medida en funcion de la
degradacion de lamina B, en células HL-60

En paralelo al ensayo de bisbencimida en HL-60 (ver epigrafe 4.5.1), alicuotas
de 5-10° células HL-60 se trataron durante 24 h con Lovastatina (10 uM), TNFa (30
ng/ml), C2-ceramida (6 uM) con y sin mevalonato (20 mM). Se aislaron nicleos, se
separaron sus proteinas mediante SDS-PAGE al 10 % de reticulacién y se transfirieron
a una membrana de NC, inmunodetectandose con un anticuerpo anti-lamina B como
se describe en Material y Métodos (epigrafe 3.6.3).

Como se muestra en la Figura 31, la Lovastatina, usada como control
positivo, induce la degradacién de la lamina B, visualizada por la aparicién de un
fragmento proteolitico de 45 kDa (0.8 unidades de D.O. frente al control no
detectable). El efecto es revertido en su totalidad por el cotratamiento con mevalonato.
El TNFa y la ceramida inducen, asimismo, la proteolisis de la lamina B, (0.4 y 2.8
unidades de D.O., respectivamente), siendo revertido el efecto por el cotratamiento
con mevalonato en un 58 y 88 %, respectivamente.

4.5.5 El INFay la ceramida no inducen apoptosis , medida en funcion de la
degradacion de lamina B, en células Hep-G2

Las células Hep-G2, crecidas a subconfluencia en platos de 60 mm, se trataron
durante 24h con Lovastatina (20 uM), TNFa (100 ng/ml), C2-ceramida (30 uM) con y
sin mevalonato (20 mM). Se aislaron nicleos, se separaron las proteinas mediante
SDS-PAGE (10 % de reticulacién) y se sometieron las muestras a un proceso de
Western-blot con un anticuerpo anti-lamina B, como se describe en Material y
Métodos (epigrafe 3.6.3).

Como se observa en la Figura 32, sblo la Lovastatina produjo un incremento
del fragmento proteolitico de la lamina B (aproximadamente 2.5 veces el control) que
fue revertido por le cotratamiento con mevalonato. Ningtin otro tratamiento produjo
cambios significativos en la proteolisis de la lamina B durante las 24 h que dur6 el
ensayo.
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Figura 30

El TNFa y la ceramida inducen apoptosis, medida como fragmentacion de DNA, en
células U-937. Células U-937 (1-10° células/tratamiento) se trataron con Lovastatina
(20 pM), TNFa (30 ng/ml) y C2-ceramida (20 uM) con y sin MVA (20 mM) durante
6 h.. Se extrajo el DNA de bajo peso molecular que se marc6 con Dig-11-dUTP,
separandose los fragmentos mediante electroforesis y visualizdndose como se describe
en Material y Métodos. Se muestra un experimento representativo de al menos otros
tres.
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Figura 31

El TNFa y la ceramida inducen apoptosis, medida en funcion de la degradacion de
lamina B, en células HL60. Células HL60 (5-10° /tratamiento) se trataron durante 24h
con Lovastatina (10 uM), TNFa (30 ng/ml), C2-ceramida (6 uM) con y sin MVA (20
mM). Se aislaron nucleos, se lisaron y se separaron las proteinas en gel de
poliacrilamida al 10%. Se transfirieron a membranas de NC y se inmunodetectaron
como se describe en Material y Métodos. En el panel inferior se muestra la
cuantificacién de las bandas correspondientes al fragmento proteolitico. Se muestra un
experimento representativo de al menos otros tres.
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Figura 32

El TNFa y la ceramida no inducen apoptosis , medida en funcion de la degradacion
de lamina B, en células Hep-G2. Células Hep-G2 (platos de 60 mm al 75% de
confluencia/tratamiento) se trataron durante 24h con Lovastatina (20 pM), TNFa (100
ng/ml), C2-ceramida (30 uM) con y sin MVA (20 mM). S¢ aislaron nicleos, se lisaron
y se separaron las proteinas en gel de poliacrilamida al 10%. Se transfirieron a
membranas de NC y se inmunodetectaron como se describe en Material y Métodos.
En el panel inferior se muestra la cuantificaciéon de las bandas correspondientes al
fragmento proteolitico. Se muestra un experimento representativo de al menos otros
tres.
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En este trabajo hemos mostrado que el TNFa y su mensajero intracelular, la
ceramida, son capaces de inhibir la actividad de la HMG-CoA reductasa, el enzima
limitante de la sintesis de colesterol, en células de las lineas tumorales monociticas
HL-60 y U-937. Por el contrario, el TNFa y la ceramida aumentan la actividad de la
HMG-CoA reductasa en células de hepatoma humano Hep-G2 y en células foliculares
tiroideas FRTL-5.

En la cascada de eventos que sigue a la elevacion de los niveles intracelulares
de ceramida, se encuentra la activacion de proteina quinasas como la CAPK (Mathias
et al., 1991; Liu et al., 1994) y la MAP quinasa (Verheij ef al., 1996). Es por ello que
no se puede eliminar la posibilidad de que el TNFa y la ceramida estén inhibiendo la
actividad de la HMG-CoA reductasa, en células HL-60 y U-937, como resultado de un
aumento en la degradacion y/o inactivacion del enzima ademas de, como hemos
demostrado, inhibiendo la sintesis del mismo. Adicionalmente, la existencia de
fosfatasas dependientes de ceramida (CAPP) (Dobrowsky y Hannun, 1992;
Dobrowsky et al., 1992) permite aventurar la posibilidad de que la ceramida (y el
TNFa), disminuyendo el grado de fosforilacion del enzima, varien su nivel de
activacion y/o actien disminuyendo las posibilidades de degradacion de la HMG-CoA
reductasa.

Sin embargo, la metodologia utilizada sugiere que mayoritariamente los
efectos del TNFa ocurren a nivel transcripcional. Los ensayos con células tumorales
monociticas se realizaron en ausencia de suero, es decir, con deprivacion del
suministro exégeno de colesterol, y con la sintesis enddgena de colesterol bloqueada
con Lovastatina, condiciones en las que la transcripcion del enzima esta miximamente
activada y en las que, por tanto, cualquier efecto sobre la actividad observado refleja la
existencia de cambios en la expresion del gen independientes de colesterol. En cuanto
a los ensayos con células de hepatoma y células tiroideas, los aumentos en la actividad
del enzima solo pueden atribuirse a aumentos en la expresién independientes de
colesterol, puesto que los ensayos se realizaron en presencia de suero y con cambios
en los niveles de expresion del receptor de las LDL paralelos a los de la HMG-CoA
reductasa.

Creemos por ello que no es aventurado afirmar que los cambios en la
expresion de la HMG-CoA reductasa inducidos por el TNFa y la ceramida no pueden
atribuirse a modificaciones producidas por la ceramida en los niveles de captacion y/o
sintesis enddgena de colesterol, ni en el caso de la inhibicion observada en las células
HL-60 y U-937, ni en el aumento de la actividad medida en las células Hep-G2 y
FRTL-5.

Como hemos descrito en la introduccién de este trabajo, la transcripcion de la
HMG-CoA reductasa se inicia al unirse el producto de la ruptura proteolitica de la
SREBP, en respuesta al descenso de los niveles de colesterol libre intracelular, a
secuencias SRE especificas en el promotor del gen (Yokoyama et al., 1993; Hua et al.,
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1993, 1996a y 1996b; Wang et al. 1994) (ver Figura 7). La mas obvia de las hipétesis
sobre el mecanismo por el que el TNFa y la ceramida inhibirfan la transcripcion sin
modificar los niveles de colesterol, implica la posibilidad de que inhiban la proteolisis
secuencial de SREBP, que libera el fragmento de 68 kDa transcripcionalmente activo
(Hua et al., 1996b; Wang et al., 1994).

Sin embargo, en células de hepatoma HH-25, el TNFa, y la SMasa activan la
maduracién del SREBP (Lawler et al., 1998), posiblemente a través de la activacién
de la CPP32 (caspasa 3), una cisteina proteasa que a su vez puede ser activada por el
TNFa y la ceramida (Beyaert et al., 1997; Wissing et al., 1997; Jaeschke et al., 1998;
Juo ef al., 1998; Sidoti-de Fraisse ef al., 1998; Yamashita ef al., 1999) y uno de cuyos
sustratos es la SREBP (Pai et al., 1996; Wang et al., 1996).

Los efectos del TNFa y la ceramida en células HH-25 no son sorprendentes, a
la luz del hecho ampliamente conocido del papel del TNFa como importante
mediador del proceso de regeneracion hepética (Michalopoulos y DeFrances, 1997;
Brenner, 1998; Takehara ef al., 1998). La inhibicién de la produccién de TNFa con
E3330 o la delecion de su receptor, impiden la regeneracion hepatica después de la
hepatectomia parcial (Kimura et al., 1997; Yamada ef al., 1997). Por otro lado, el
TNFo previene o repara el dafio hepatico producido por el tetracloruro de carbono o el
etanol (Akerman ef al., 1992 y 1993; Czaja et al., 1995).

Al contrario que en otros tipos celulares, el TNFo aumenta la sintesis de DNA
en hepatocitos (Satoh y Yamazaki, 1992 y 1993) y también la incorporacién de
timidina y la sintesis de DNA en células FRTL-5.

En conjunto, las anteriores observaciones apoyan nuestros resultados que
muestran como el TNFo y la ceramida estimulan la expresién de la HMG-CoA
reductasa en células de hepatoma Hep-G2 y de foliculos tiroideos FRTL-5 y no
inducen apoptosis ni cambios en la viabilidad en estas células. Sin embargo, y aunque
es facil aceptar que los mecanismos de transduccién de un determinado agonista
varian de acuerdo con sus efectos bioldgicos en cada tipo celular, la posibilidad de que
el TNFo inhiba la expresién de la HMG-CoA reductasa en células HL-60 y U-937,
impidiendo la maduracién del SREBP, parece, a la luz de lo anteriormente descrito,
muy poco probable.

Como hip6tesis alternativa para descifrar el mecanismo por el que la citoquina
inhibe la expresion de la HMG-CoA reductasa, propondriamos que el TNFa y la
ceramida aceleran la degradacién de la forma madura de la SREBP. El fragmento NH,
terminal de la SREBP, que constituye la forma madura de la proteina, posee una vida
media muy corta, lo que se atribuye a la existencia de degradacion por una cisteina
proteasa neutral semejante a la calpaina-1 (Hiwasa et al., 1990; Wang et al., 1994).
Esta posibilidad constituye sin duda una hipétesis que merece ser explorada en el
futuro.
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La disminucién de la disponibilidad de mevalonato se traduce para la célula en
un déficit de dos productos, el colesterol y los isoprenoides, imprescindibles para el
crecimiento y la proliferacion celular (Chen er al., 1974; Brown y Goldstein, 1974;
Maltese, 1990; Jakobisiak ef al., 1991 ). Ademés de producir defectos en el ritmo de
crecimiento y proliferacion, la inhibicién de la sintesis de mevalonato es suficiente
para iniciar el proceso apoptdtico (Jones et al., 1994; Reedquist ef al., 1995; Srikant,
1995; Iimura et al., 1997; Padayatty ef al., 1997; Guijarro et al., 1998; Muller ef al.,
1998; Stark ef al., 1998). En células HL-60, la caida de los niveles de isoprenoides que
se produce al inhibir la HMG-CoA reductasa con Lovastatina también induce
apoptosis, que puede revertirse parcialmente con mevalonato (Pérez-Sala y
Mollinedo, 1994).

La inhibicién de la proliferacion celular es uno de los efectos biolégicos mas
caracteristicos del TNFo (Beutler ef al, 1985c). A pesar de que este efecto fue
inicialmente atribuido a la capacidad del TNFa. para producir necrosis celular (y sirvié
para nominar a la citoquina (Carswell ef al., 1975; Helson et al., 1975; Aggarwal ef al.,
1985)), como se ha probado posteriormente, el TNFa. induce apoptosis y no necrosis
en la mayoria de los tipos celulares (Larrick y Wright, 1990; Goldstein et al., 1991;
Baker y Reddy , 1996; Pfizenmaier ef al., 1996; Ware et al., 1996; Pan ef al., 1997;
Yuan, 1997; Wallach ef al. 1997; Wyllie, 1997; Meldrum, 1998; Natoli ef al., 1998).
La ceramida tiene la misma capacidad inductora de apoptosis que el TNFa., por lo que
se asume que éste seria uno de los efectos del péptido que es mediado parcial o
totalmente por la via de la esfingomielina (Obeid ef al., 1993; Jarvis et al., 1994b;
Hannun y Obeid 1995).

Nuestros resultados muestran que la apoptosis inducida por el TNFa y la
ceramida en las células HL-60 y U-937 puede prevenirse parcialmente con la
reposicion de mevalonato, lo que sugiere que la inhibicion de la actividad de la HMG-
CoA reductasa es parte del mecanismo por el que la citoquina y su mensajero
intracelular inducen el proceso apoptdtico.

Acerca de la naturaleza de los mecanismos por los que la inhibicién de la
HMG-CoA reductasa resulta en la muerte de la célula por apoptosis podemos
Unicamente establecer hipStesis.

La apoptosis es un proceso biolégico fundamental para el mantenimiento de la
integridad y la homeostasis de los organismos multicelulares (Raff, 1992; Williams et
al., 1992; Collins y Lopez Rivas, 1993). La desactivacion de procesos homeostéticos y
de reparacion, criticos para la supervivencia de las células, unida a la desorganizacién
de componentes estructurales fundamentales, produce el desensamblaje sistematico y
ordenado de la célula y da lugar a la aparicién de los cambios funcionales y
morfolégicos que caracterizan la muerte celular por apoptosis (Martin ef al., 1994;
Stewart, 1994; Cotter y Al-Rubeai, 1995) (ver Figura 33).
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Figura 33

Esquema de las distintas fases de la apoptosis celular
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Se asume que el déficit en los niveles normales de apoptosis resulta en la
aparicién de céncer o enfermedades autoinmunes y, por el contrario, una aceleracién
del ritmo al que la apoptosis ocurre podria dar lugar a enfermedades degenerativas
(Williams, 1991; Raff et al., 1993; Cotter y McCarthy, 1994; Abbas, 1996). Por estas

~ razones, el interés y los recursos dedicados al estudio de los mecanismos moleculares

de la apoptosis ha aumentado de forma considerable en los pasados afios. Sin
embargo, se conocen ain de forma imperfecta tanto los protagonistas como las
interacciones entre los mismos que dan lugar a las complejas redes de sefializacion que
concluyen con la activacion, en respuesta a estimulos apoptéticos, de las caspasas, las
moléculas ejecutoras de la apoptosis (Thornberry y Lazebnik , 1998).

Las caspasas (caspases: cysteinyl aspartate-specific proteinases), una familia de
proteasas de mamiferos cuyos genes son homélogos del CED-3 (cell death abnormal)
del nemétodo Caenorhabditis elegans (Osborne y Schwartz, 1994), tienen una
actividad proteolitica de alta afinidad y muy especifica para un grupo discreto de
proteinas que exhiben la secuencia de reconocimiento minima AspXXAsp, y de cuya
inactivacion se deriva la ejecucién de la muerte por apoptosis (Martin y Green, 1995).
La especificidad de las caspasas estd muy conservada en todos los organismos
eucariotas, lo que es sugerente del papel principal que desempefian en el proceso
apoptético (Thornberry y Lazebnik, 1998).

Las diez caspasas identificadas en el hombre hasta el momento han sido
recientemente clasificadas, en funcién de sus relaciones estructurales, en dos
subfamilias: i) las caspasas relacionadas con ICE (Interleukin-1 converting enzyme)
o ICErel, que incluyen las caspasas 1, 4 y 5 (ICE, ICErel-Il e ICErel-Ill); y ii) las
caspasas homélogas de CED-3, que comprenden las caspasas 2-3 y 6-10, (Alremri ef
al., 1996).

Atendiendo a su funcién, las caspasas pueden también distribuirse en tres
grupos: i) caspasas no relacionadas con la apoptosis, con funciones estrictamente
inflamatorias, que incluye a las relacionadas con ICE; ii) las caspasas efectoras, entre
las que se encuentran las caspasas 3, 6, 7 y posiblemente la 2; y iii) las denominadas
caspasas iniciadoras, entre las que se encuentran las caspasas 8, 9y 10, que funcionan
como acopladoras entre las sefiales proapoptéticas y la activacion de las caspasas
efectoras.

La decisién de entrar en apoptosis es la mas irreversible de cuantas puede
tomar una célula, y en correlacion con el caracter de la funcion que deben realizar las
caspasas inactivan a sus sustratos por proteolisis, ¢l mecanismo de modificacion
postraduccional ms irreversible de cuantos se conocen. Entre los mas de 40 sustratos
identificados hasta el momento que son definitiva y terminalmente inactivados por las
caspasas, se encuentran proteinas citoplasmaticas como la fosfolipasa A, la PAK,
(p21-activated kinase), la PKC3 o la actina; y nucleares como la PARP (poly(4DP-
ribose) polymerase), la proteina del retinoblastoma, las SREBPs o las laminas, todas
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ellas fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis, la estructura o los
procesos de reparacion celular (Nicholson y Thornberry, 1997).

La gran especificidad que, como proteasas, exhiben las caspasas depende de la
existencia de secuencias de reconocimiento muy caracteristicas en la proteina sustrato.
La molécula de las caspasas contiene al menos dos de estas secuencias, unaen el N y
otra en el C terminal, lo que confiere a las caspasas el cardcter de sustrato para otras
caspasas y/o para ser autocatalizadas. La ruptura proteolitica de las caspasas produce
un fragmento N terminal libre y dos fragmentos de tamafio diferente que se asocian
formando heterodimeros que contienen el centro activo y tienen actividad catalitica, es
decir, son las formas activas del enzima (Villa et al., 1997) (ver Figura 34).

Las caspasas ejecutoras (3, 6 y 7) se activan en cascada por otras caspasas (las
caspasas iniciadoras 2 y 8), a su vez activadas por proteolisis que sigue a su asociacion
al receptor de TNFa a través de las proteinas acopladas a su death domain (Cleveland
e Ihle, 1995; Hsu ef al., 1995; Muzio ef al., 1996)

La ceramida activa las caspasas 3 (CCP32/apopaina) y 6 (Mch2) (Miszushima
et al., 1996; Smyth et al., 1996; Tepper et al., 1997; Cuvillier et al., 1998), entre
cuyos sustratos se encuentran la PARP, implicada en la reparacion del DNA (Tewari
et al., 1995) y las laminas nucleares (Lazebnik et al., 1995; Takahashi et al., 1996;
Orth et al., 1996), cuya ruptura provoca la desorganizacién de la membrana nuclear,
uno de los acontecimientos caracteristicos de la apoptosis (Oberhammer et al., 1994;
Rao et al., 1996).

Entre los mecanismos por los que la ceramida (y el TNFa) induce apoptosis se
encontraria, por tanto, la destruccién de la membrana del nicleo como consecuencia
de la proteolisis de las moléculas de las laminas nucleares (Cuvillier ez al., 1998). La
pérdida de compartimentalizacién de una DNasa similar a la DNasa tipo I, que
alcanzaria el niicleo al desorganizarse la membrana, se ha propuesto como mecanismo
responsable de la fragmentacion del DNA caracteristica de la muerte por apoptosis
(Gerschenson y Rotello, 1992; Peitsch ef al., 1993).

Ademds de por la proteolisis de las moléculas de lamina que la forman, y que
hemos demostrado que ocurre para la lamina B en células HL-60, la membrana
nuclear podria resultar dafiada como consecuencia de defectos en la maduracién de las
laminas, proceso en el que la isoprenilacidn constituye un paso capital (Beck et al.,
1988; Wolda y Glomset, 1988; Vorburger et al., 1989; Beck er al, 1990; Kitten y
Nigg, 1991). En consecuencia, la perturbacién en la maduracién de las laminas A y B,
conduciria a la aparicion de fragmentacién del DNA y apoptosis. En efecto, la
inhibicién de la HMG-CoA reductasa con Lovastatina produce maduracion incompleta
de las laminas, fragmentacién intranucleosomal del DNA y apoptosis en células HL-
60 (Pérez-Sala y Mollinedo, 1994). Por ello, y teniendo en cuenta que, como hemos
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Figura 34
Esquema de la activacién de las caspasas que sigue a la union del TNFa a su
receptor
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demostrado con nuestros resultados, la apoptosis inducida por el TNFa y la ceramida
puede revertirse parcialmente con mevalonato, entre los mecanismos por los que el
TNFa y la ceramida inducen apoptosis podrian encontrarse, ademis de los ya
descritos, la inhibicién de la maduracién de las laminas como consecuencia de una
disminucién en la disponibilidad de isoprenoides.

Ademis de para la maduraci6n de las laminas (Beck ef al., 1988; Wolda y
Glomset, 1988; Vorburger er al, 1989; Beck et al., 1990), los isoprenoides son
imprescindibles para el procesamiento de la p21™ (Casey et al., 1989; Magee, 1989;
Newman y Magee, 1993).

Entre las maltiples proteinas activadas por la p21"*, se encuentra la PI3K
(fosfatidil inositol 3 quinasa) (Khwaja et al., 1997) (ver Figura 35), que fosforila a
los fosfoinositoles en la posicidon 3D generando, principalmente, PI(3,4)P, y
PI(3,4,5)P;. Ambos fosfolipidos, y en especial el PI(3,4)P,, se unen al dominio con
homologia pleckstrina (PH) presente en la molécula de la PKB/Akt (protein kinase
Blproducto del oncogén v-akt del retrovirus AKT8) (Burgering y Coffer, 1995;
Staveley ef al., 1998). La PKB/Akt se transloca asi a la membrana donde es activada
por la PDK 1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) (Alessiy Cohen, 1998; Anderson
et al., 1998; Coffer et al., 1998; Delcommenne ef al., 1998; Moore ef al., 1998).

La activacién de la via PI3K-PKB/Akt constituye una sefial de supervivencia
para la célula (Franke ef al., 1997, Kennedy et al., 1997; Marte y Downward, 1997;
Toker y Cantley, 1997, Downward, 1998a; Shimoke et al., 1998) y posiblemente
forma parte del mecanismo por el que Ras suprime la apoptosis (Kauffmann-Zeh et al,
1997; Khwaja et al., 1997; Downward, 1998b). Puesto que en respuesta al TNFa y la
ceramida hemos observado que se produce una inhibicién del procesamiento de p21",
la inhibicién de la actividad antiapoptética de la PKB/Akt podria ser otro de los
mecanismos por los que el bloqueo de la expresion de la HMG-CoA reductasa en
respuesta al TNFa resulta en la aparicién de apoptosis en las células HL-60 y U-937
(ver Figura 35).

En resumen, la inhibicién de la expresion y actividad de la HMG-CoA
reductasa contribuiria, actuando sobre dos niveles diferentes, a los mecanismos por los
que se produce la apoptosis en respuesta al TNFa y su mensajero intracelular, la
ceramida, en células HL-60 y U-937: interfiriendo con las sefiales de supervivencia
dependientes de Ras-PI3K-PKB/Akt y produciendo cambios equivalentes a los que
tienen lugar durante la ejecucién de la apoptosis a nivel de la membrana nuclear (ver
Figura 36) .
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Figura 35

Esquema de la activacion de PKB/Akt y su hipotética relacién con la HMG-CoA
reductasa
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Papel de la HMG-CoA reductasa en los mecanismos de la apoptosis inducidos por el
TNFa
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Conclusiones

El TNFa y su mensajero intracelular, la ceramida, inhiben la expresion y la
actividad de la HMG-CoA reductasa en células U-937 y HL-60.

El TNFa y su mensajero intracelular, la ceramida, inducen la expresién y la
actividad de la HMG-CoA reductasa en células Hep-G2 y FRTL-5.

El mevalonato revierte la inhibicién de la maduracion de p21"

TNFa y la ceramida en células HL-60.

inducida por el

El mevalonato revierte parcialmente la apoptosis inducida por el TNFay la
ceramida en células U-937 y HL-60.
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