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Universidad u otra. La misma contiene los resultados obtenidos en 

investigaciones llevadas a cabo en el ámbito del Departamento de Biología, 

Bioquímica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur y del Laboratorio de 
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 El 17β-estradiol, una hormona clásicamente asociada a funciones 

reproductivas, ha adquirido trascendencia por sus efectos en varios tejidos no 

asociados a la reproducción. Asimismo, se ha propuesto que el 17β-estradiol 

contribuiría a la supervivencia celular en varios tejidos. En músculo esquelético ha 

sido descripta la presencia de receptores de estrógenos (ER) aunque el 

mecanismo molecular activado por la hormona y el rol fisiológico de la misma en 

este tejido no han sido totalmente dilucidados. En este laboratorio, utilizando la 

línea celular de músculo esquelético murino C2C12 se demostró que, sumado a la 

localización citosólica-nuclear, los ER se encuentran en mitocondria y fracción 

microsomal.  

 En esta tesis, se investigó el rol del 17β-estradiol sobre las cascadas de 

señalización que se activan durante la apoptosis en mioblastos esqueléticos, 

caracterizando los mecanismos moleculares involucrados y enfatizando sobre la 

modulación de funciones mitocondriales. 

 Los estudios realizados sugieren que la inducción de apoptosis con H2O2 en 

células C2C12 activa diferentes vías de señalización que incluyen la fosforilación 

temprana de PKD, y posteriormente las de JNK, PKCδ, PKCθ, p53 y p66Shc, 

efectos que son revertidos con el pretratamiento con 17β-estradiol. En particular, 

PKCδ actúa upstream JNK que, a su vez, conduce a la fosforilación y 

translocación mitocondrial de p66Shc en respuesta al H2O2. Este efecto también 

es contrarrestado por 17β-estradiol, resultando en la protección del potencial de 

membrana mitocondrial y la prevención de la apertura prolongada del poro de 

permeabilidad transitoria mitocondrial. Esta acción protectora del 17β-estradiol 

sobre la fisiología mitocondrial también incluye la inhibición de la translocación de 

Bax hacia mitocondria.  

 Asimismo, se observó que uno de los sucesos en el inicio de la apoptosis 

disparados por H2O2 es el aumento en la formación de estructuras tipo-TNT 

(tunneling nanotubes) entre las células para promover la transferencia de 

mitocondrias sanas desde las células no estresadas a las estresadas, mientras 

que el pretratamiento con la hormona disminuye su formación, efecto 



probablemente relacionado con la reducción en la proporción de células 

estresadas que necesitarían revertir la disfunción mitocondrial. Estas mitocondrias 

disfuncionales producen mayor cantidad de especies reactivas del oxígeno y 

cuando sus niveles aumentan, las enzimas antioxidantes son fundamentales para 

contrarrestar sus efectos negativos. En esta tesis se observó que la disminución 

de la capacidad antioxidante inducida por H2O2 es revertida por el pretratamiento 

con 17β-estradiol mediante la regulación de las actividades enzimáticas y/o 

expresión proteica de MnSOD, GPx y CAT a través de ERs. 

 Por otra parte, se evidenció la regulación de FoxOs por 17β-estradiol que 

induciría la inhibición de la transcripción de genes proapoptóticos, y además que el 

inductor de apoptosis regula negativamente a nivel transcripcional a Bcl-2, y 

positivamente a p66Shc, PUMA y PERP, acciones que son revertidas por 17β-

estradiol. Por otro lado, la regulación transcripcional de MDM2 por el H2O2, que 

involucra a ERK, se relacionaría con la actividad de p53 y FoxO3a inactivo.  

 Esta tesis aporta conocimientos básicos sobre los mecanismos moleculares  

activados por 17β-estradiol frente a la apoptosis inducida por H2O2 en células 

musculares esqueléticas que resultan en supervivencia celular.  
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 17β-estradiol, a hormone typically associated with reproductive functions, 

has gained significance for its effects on several tissues not associated with 

reproduction. Furthermore, it has been proposed that 17β-estradiol contributes to 

cell survival in various tissues. In skeletal muscle it has been described the 

presence of estrogen receptors (ER) but the molecular mechanism activated by the 

hormone and its physiological role over this tissue have not been fully elucidated. 

In this laboratory, using the murine skeletal muscle cell line C2C12 it was shown 

that, in addition to the cytosolic-nuclear localization, the ER was found in 

mitochondria and microsomal fraction.  

 In this thesis, it was investigated the role of 17β-estradiol on the signaling 

cascades that are activated during apoptosis in skeletal myoblasts, characterizing 

the molecular mechanisms involved and emphasizing on modulation of 

mitochondrial functions. 

 The studies suggest that induction of apoptosis with H2O2 in C2C12 cells 

activates different signaling pathways including early phosphorylation of PKD, and 

then the phosphorylation of JNK, PKCδ, PKCθ, p53 and p66Shc, effects that are 

reversed by pretreatment with 17β-estradiol. In particular, PKCδ acts upstream 

JNK which, in turn, leads to phosphorylation and mitochondrial translocation of 

p66Shc in response to H2O2. This effect is counteracted by 17β-estradiol, resulting 

in the protection of mitochondrial membrane potential and prevention of sustained 

opening of the mitochondrial permeability transition pore. This protective effect of 

17β-estradiol on mitochondrial physiology also includes the inhibition of Bax 

translocation to mitochondria. 

 It was also observed that one of the events in the beginning of apoptosis 

triggered by H2O2 is an augmented formation of TNT-like structures (tunneling 

nanotubes) between cells that promotes the transfer of healthy mitochondria from 

unstressed to stressed cells, whereas pretreatment with the hormone decreases its 

formation, effects that would probably be related to the reduction in the proportion 

of stressed cells that needs to reverse mitochondrial dysfunction. Since 

dysfunctional mitochondria produce more reactive oxygen species, when their 



levels are increased, antioxidant enzymes are essential to counteract their 

negative effects. In this thesis, it was observed that the decrease in H2O2-induced 

antioxidant capacity is reversed by pretreatment with 17β-estradiol by regulating 

enzyme activities and/or protein expression of MnSOD, GPx and CAT via ERs. 

 Additionally, it was observed that the regulation of FoxOs mediated by 17β-

estradiol would be related to the inhibition of transcription of proapoptotic genes, 

and moreover that the apoptotic inductor negatively regulates the transcriptional 

level of Bcl-2, and positively the transcriptional levels of p66Shc, PUMA and PERP. 

These actions are reversed by pretreatment with 17β-estradiol. Also, it was 

suggested that the transcriptional regulation of MDM2 by H2O2 involved ERK and 

that it could be related to p53 activity and inactive FoxO3a. 

 This thesis provides basic information on the 17β-estradiol-activated 

mechanisms against H2O2-induced apoptosis in skeletal muscle cells resulting in 

cell survival molecular mechanisms. 
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1.1. El 17β-estradiol 

1.1.1. Descubrimiento de las hormonas: el caso de los estrógenos 

 En el año 1900 Emil Knauer demostró, mediante experimentos de 

transplantes ováricos en conejillos de Indias, que estos órganos eran capaces de 

liberar una “secreción” al torrente sanguíneo. Antes de esta observación, incluso, 

ya se había descubierto que la ovariectomía conducía a atrofia uterina y pérdida 

de las funciones sexuales. Knauer llegó a esta conclusión luego de evidenciar que 

los transplantes de tejidos ováricos denervados eran exitosos, y puesto que sólo 

recibían irrigación proveniente de la nueva vasculatura, dedujo que estos órganos 

debían secretar alguna “sustancia” a la circulación que tuviese efectos en el útero 

y en otros órganos distantes (Knauer, 1900). Quedó así establecida la naturaleza 

hormonal del control ovárico en el sistema reproductor femenino. Al mismo tiempo, 

estos experimentos fueron verificados y ampliados por otros investigadores 

(Marshall y Jolly, 1905; Halban, 1900).  

 Décadas más tarde, Allen y Doisy (Allen y Doisy, 1923) reportaron una 

metodología para el aislamiento de una “hormona ovárica” procedente de 

extractos ováricos de cerdo, describiendo algunas de sus propiedades físicas y 

químicas así como también su localización en otros tejidos. Esta hormona era, 

además, capaz de prevenir los cambios asociados a ovariectomías observados en 

ratas y ratones. En el año 1925, Loewe informó la existencia de una hormona 

sexual femenina en la sangre de diferentes especies (Loewe, 1925). Un año más 

tarde, Loewe y Lange  observaron la presencia de una hormona sexual femenina 

en la orina de mujeres y que su concentración urinaria cambiaba durante el ciclo 

menstrual (Loewe y Lange, 1926). Por otra parte, Aschheim y Zondek, en 1927, 

descubrieron que la orina de las mujeres embarazadas poseía actividad 

estrogénica (Aschheim y Zondek, 1927). Este hallazgo contribuyó al aislamiento 

de los principios activos estrogénicos en forma cristalina. Entre 1930 y 1931, se 

aisló a la estrona (Veler et al., 1930) y al estriol (Thayer et al., 1931). Finalmente, 
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en 1936, Doisy en colaboración con MacCorquodale y Thayer cristalizaron al 17β-

estradiol (E2), el más potente de los tres estrógenos (MacCorquodale et al., 1936). 

1.1.2. Biosíntesis del 17β-estradiol 

 La hormona E2 es el estrógeno natural más potente en humanos y otros 

vertebrados. Pertenece al grupo de hormonas esteroideas de 18 átomos de 

carbono y su estructura consta de un núcleo ciclopentanoperhidrofenantreno que 

contiene un anillo fenólico A y un grupo β-hidroxilo en la posición 17 del anillo D 

(Figura I1). Se ha evidenciado que la presencia de dicho anillo fenólico es una 

característica fundamental en la estructura de este esteroide ya que interviene en 

la unión selectiva y de alta afinidad a los receptores estrogénicos (Wawrzak et al., 

1988).  

 

Figura I1. Estructura química del 17β-estradiol. 

 La biosíntesis del E2, al igual que la de otras hormonas esteroideas, 

requiere la presencia de colesterol. Este precursor es movilizado a la membrana 

mitocondrial interna, donde es metabolizado a pregnenolona por la acción de una 

enzima desmolasa (P450 side chain cleavage: P450scc), que escinde la cadena 

lateral del colesterol. La pregnenolona así formada puede seguir la vía ∆-5 o la ∆-

4, para llegar a la obtención del intermediario clave que es la androstenediona. 

Este puede ser convertido a testosterona, que a su vez, por acción de la enzima 

aromatasa puede derivar en E2, o bien resultar en estrona como consecuencia de 
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la acción de la aromatasa, que posteriormente podrá convertirse en E2  por acción 

de la enzima 17-β-hidroxilasa (Figura I2). 

 

Figura I2. Biosíntesis del  17β-estradiol. 
 

1.1.3. Regulación de la biosíntesis del 17β-estradiol y metabolismo 

 En mujeres premenopaúsicas con función ovárica conservada, los ovarios 

constituyen la principal fuente de estrógenos circulantes y su biosíntesis se 

encuentra regulada por el eje hipotálamo-hipófisis. En respuesta a diversas 

señales neuroendocrinas, el hipotálamo secretará la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) a la circulación hipotálamo-hipofisaria, que en la hipófisis 

será capaz de estimular la síntesis y liberación de las gonadotropinas, hormona 

folículo-estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), a la circulación general. 

Estas gonadotropinas, a su vez, estimularán la síntesis y secreción de esteroides 

en el ovario. Aunque durante la menopausia y en los hombres aún no se han 
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dilucidado los factores que regulan la producción de estrógenos, la síntesis extra-

ovárica de estos esteroides a partir de los andrógenos cobra importancia. De 

hecho, existe evidencia que demuestra que diferentes órganos a los que 

clásicamente se los consideraba tejidos blanco de los estrógenos han mostrado 

también ser sitios de esteroidogénesis local, ya sea a partir de pro-hormonas 

circulantes (George et al., 1991; Pradhan et al., 2008; Schlinger y Arnold, 1991) o 

de la síntesis de novo a partir de colesterol (Bennett et al., 2012; Cheng et al., 

2010; Locke et al., 2008; Mellon y Deschepper, 1993).  

 La eliminación de estrógenos sucede luego de su transformación a 

metabolitos estrogénicamente inactivos en el hígado, que son finalmente 

excretados en la orina y/o las heces. 

1.1.4. Funciones biológicas del 17β-estradiol 

 El E2 es una hormona que interviene en la regulación del crecimiento, 

diferenciación y normal funcionamiento de una gran variedad de tejidos, entre los 

que se incluye no sólo a aquellos asociados a la reproducción, sino también al 

sistema cardiovascular, hueso, sistema nervioso central y músculo, entre otros. De 

hecho, se ha reportado que esta hormona ejerce un efecto protector sobre varios 

de estos tejidos. Experimentos mediante deleción génica del receptor de 

estrógenos revelaron su importancia en el desarrollo y funcionamiento de los 

órganos sexuales (Couse y Korach, 1999; Krege et al., 1998). Ensayos in vivo e in 

vitro en mamíferos han sugerido que el E2 tiene una acción importante en la 

preservación del hueso (Srivastava et al., 2001) y de la integridad de la 

vasculatura sanguínea (Mendelsohn y Karas, 1999), al mismo tiempo que 

contribuye al normal funcionamiento del cerebro (McEwen, 1999) y a la 

modulación del sistema inmune (Wilder, 1998). Se ha reportado, además, que el 

estrógeno es un factor de supervivencia y crecimiento para células de cáncer de 

mama (Razandi et al., 2000). 
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1.1.5. Mecanismos de acción del 17β-estradiol 

 Jensen y Jacobsen, basándose en la unión específica del E2 en el útero, 

fueron los primeros en postular que el rol que esta hormona ejercía sobre cada 

uno de sus tejidos blanco se encontraba en estricta relación con la presencia de 

sus receptores específicos (Jensen y Jabobsen, 1962).  

 En el año 1986, dos grupos de investigación reportaron la clonación del 

receptor de estrógenos (ER) (Green et al., 1986; Greene et al., 1986). Recién diez 

años más tarde se clonó al segundo receptor de estrógenos, el ERβ, de una 

librería de ADNc de próstata de rata (Kuiper et al., 1996). Así, al primer ER 

descubierto se lo llamó ERα. Desde entonces, el ERβ fue clonado en distintas 

especies (Enmark et al., 1997;  Tchoudakova et al., 1999; Tremblay et al., 1997) 

así como también se han identificado diversas variantes obtenidas por splicing 

alternativo de ambos receptores (Leygue et al., 1998; Maruyama et al., 1998; 

Moore et al., 1998; Petersen et al., 1998). 

1.1.5.1. Receptores de estrógenos 

 Los estrógenos ejercen sus funciones a través de sus receptores 

específicos. A pesar de la amplia gama de vías de señalización que activan los 

estrógenos, sólo se ha establecido fehacientemente la existencia de tres 

receptores que median todos los efectos de los estrógenos. El primero que se 

descubrió y el más detalladamente estudiado fue el ERα, luego siguieron el ERβ y, 

posteriormente, el G protein-coupled estrogen receptor (GPR30) (Tabla I1). 

 Los receptores de estrógenos α y β pertenecen a la superfamilia de 

receptores nucleares de hormonas tiroideas/esteroideas y comparten una 

estructura común. Están compuestos por tres dominios funcionales 

independientes pero que interactúan entre sí: el dominio N-terminal o dominio A/B, 

el dominio C o dominio de unión al ADN (DBD) y el dominio E/F o dominio de 

unión al ligando (LBD), y una región bisagra D (Figura I3). El dominio N-terminal 

contiene una región necesaria para la activación independiente de ligando (AF-1), 
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involucrada en las interacciones proteína-proteína y en la activación de la 

transcripción génica. Si bien los dos receptores nucleares presentan un alto 

porcentaje de homología en sus dominios de unión al ADN y de unión al ligando, 

generalmente difieren en su región N-terminal (Enmark et al., 1997). Estas 

variaciones podrían explicar las distintas respuestas a varios ligandos. El dominio 

DBD contiene dos estructuras C4 dedos de zinc que cumplen un importante rol en 

la dimerización y en la unión del receptor a secuencias de ADN específicas 

(Beato, 1989; Hard y Gustaffson, 1993; Schwabe et al., 1993). Como se mencionó 

anteriormente, este dominio es prácticamente idéntico en ambos receptores, en 

particular en la secuencia crítica para el reconocimiento del ADN target (Vanacker 

et al., 1999). Por ello, ambos ER son capaces de unirse a varios elementos de 

respuesta a estrógenos (EREs) con similar especificidad y afinidad. El dominio C-

terminal, que contiene a su vez al dominio de activación AF-2, interviene en la 

unión del ligando, la dimerización del receptor, la translocación nuclear y la 

transactivación de la expresión de genes target (Evans, 1988). Ambos receptores 

presentan un alto grado de conservación entre los mamíferos (Parker, 1995; 

Tremblay et al., 1997). Se ha reportado que el ERα tiene por lo menos tres, y el 

ERβ cinco isoformas obtenidas por splicing alternativo de su ARNm, pudiendo las 

variantes de cada uno de los ER influir de manera diferente en la respuesta celular 

desencadenada. Además, las concentraciones de estos ER en una célula 

determinada están directamente relacionadas con la respuesta diferencial a 

diversos ligandos (Discutido  en Vrtačnik et al., 2014). 
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Figura I3. Estructura de los receptores de estrógenos α y β. 
Los ERs α y β presentan una estructura común formada por tres dominios: 
dominio N-terminal, dominio de unión al ADN y dominio de unión al ligando, y una 
región bisagra central. 
 
 Si bien tradicionalmente se sostenía que los ER eran receptores 

exclusivamente nucleares, actualmente está fehacientemente establecido que 

existen en la membrana plasmática de varios tipos celulares así como también en 

mitocondria y en otras organelas citosólicas (Chen et al., 2004a; Chen et al., 

2004b; Evans et al., 1991; Kelly y Levin, 2001; Lieberherr et al., 1993; Monje et al., 

2001; Parikh et al., 1980; Watson et al., 1995; Yang et al., 2004). En la línea 

celular C2C12 de músculo esquelético se han encontrado ER asociados a 

mitocondria y fracción microsomal, además de los de localización citosólica-

nuclear (Milanesi et al., 2008; Milanesi et al., 2009). Los receptores de localización 

extra-nuclear presentan la misma estructura que los clásicos nucleares. De hecho, 

se identificaron a los ERα y β de 67 y 54 KDa, respectivamente, en las caveolas y 

membrana plasmática de células endoteliales, utilizando anticuerpos contra los ER 

nucleares clásicos (Chambliss et al., 2002). Su localización fuera del núcleo se 

explica por la unión al ácido palmítico de un residuo cisteína interno que promueve 

la asociación del receptor con caveolina-1, que actúa como una proteína 

transportadora relocalizando a este complejo ER-caveolina-1 en las caveolas de la 

membrana plasmática (Acconcia et al., 2005; Razandi et al., 2002).  
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 El tercer receptor de estrógenos reportado, el GPR30, es un receptor de 

membrana no relacionado estructuralmente ni genéticamente con los ERs ya 

descriptos. Se lo ha asociado a efectos rápidos de los estrógenos, y se expresa y 

funciona en forma independiente de los ERs. En contraposición a los ERs 

clásicos, la afinidad del GPR30 por el E2 es considerablemente baja (Discutido en 

Vrtačnik et al., 2014).  

Característica 
del receptor 

ERα ERβ GPR30 

Superfamilia Superfamilia de receptores 

nucleares de hormonas 

tiroideas/esteroideas 

Superfamilia de receptores 

acoplados a proteínas G 

Estructura Dominio de unión al ADN, 

dominio de unión al ligando, 

dominio N-terminal 

7 regiones α-hélice 

transmembrana, 4 segmentos 

extracelulares y 4 segmentos 

citosólicos 

Región 

cromosómica 

6q25.1 14q23.2 7p22.3 

Número de 

isoformas 

3 5 1 

Tamaño 595 aa 530 aa 375 aa 

 
Tabla I1. Características diferenciales de los receptores de estrógenos. 
(Adaptado de Vrtacnik et al., 2014). 
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1.1.5.2. Acción nuclear y extra nuclear del 17β-estradiol 

 El mecanismo clásico de acción del E2 involucra a los ER de localización 

nuclear. La unión de la hormona a estos receptores, induce su dimerización y su 

posterior unión a elementos de respuesta a estrógenos (EREs) específicos 

localizados en los promotores de los genes blanco (Anderson et al., 2001), para 

así estimular o reprimir su transcripción. Esta unión induce un cambio 

conformacional en el dominio C-terminal del ER, que permite que proteínas 

coactivadoras o corepresoras sean reclutadas (Rosenfeld y Glass, 2001). Sin 

embargo, los ERs pueden regular la expresión génica por otros mecanismos. 

Estos receptores pueden modular la función de otros factores de transcripción, a 

través de interacciones proteína-proteína en el núcleo, sin la necesidad de unirse 

directamente a los EREs de los genes blanco en el ADN (Gottlicher et al., 1998). 

Ejemplos de factores de transcripción que intervienen en este mecanismo son: la 

proteína estimulatoria-1 (SP-1), la proteína activadora-1 (AP-1), el factor nuclear 

κB (NF-κB) y cJun (Gottsch et al., 2009). 

 Los estrógenos también ejercen acciones rápidas derivadas de la activación 

de varias cascadas de señalización en las que intervienen proteínas quinasas 

(Losel y Wehling, 2003) y receptores de origen extra nuclear. Se observaron 

incrementos rápidos en la actividad adenilil ciclasa inducidos por E2 en enterocitos 

de rata (Picotto et al., 1996), células uterinas y mamarias MCF-7 (Aronica et al., 

1994). Fue demostrada, también, la activación de MAPKs por E2 (Endoh et al., 

1997). Si bien tradicionalmente se nombraba a las acciones derivadas de la 

activación de ERs nucleares como genómicas y a aquellas derivadas de los ERs 

de localización extra nuclear como no genómicas, existen evidencias que prueban 

que efectos rápidos (anteriormente clasificados como “no genómicos”) pueden 

influir en la expresión génica mediante la activación de vías de señalización que, 

eventualmente, actúan sobre factores de transcripción. Por otra parte, se ha 

evidenciado que la activación de ERs puede modular la localización y la función de 

ciertos factores de transcripción. Por ejemplo, en cardiomiocitos, se ha reportado 
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que las vías de señalización activadas por ERs previenen la fosforilación del factor 

de transcripción SMAD necesaria para su tráfico al núcleo, inducida por el TGF-β 

(Pedram et al., 2010). 

1.1.6. Relación entre 17β-estradiol y músculo esquelético 

 En secciones anteriores se describió que en músculo esquelético se ha 

demostrado la presencia de receptores para E2. Sin embargo, el mecanismo 

molecular que activa el E2 y su rol fisiológico en este tejido, no han sido totalmente 

esclarecidos.  

 El E2 ejerce diversos efectos sobre el músculo esquelético (Baltgalvis et al., 

2010; Colson et al., 2015; Velders et al., 2012). Por ejemplo, es relevante el rol que 

ejerce el E2 modulando la actividad de la miosina, proteína clave en la 

contractilidad muscular (Moran et al., 2007). Asimismo, la relación entre el 

músculo esquelético y el E2 también se evidencia en aquellas patologías 

degenerativas de la masa muscular, tales como la sarcopenia que se presentan en 

mujeres menopaúsicas. Estas patologías se han relacionado a los bajos niveles de 

estradiol presentes durante dicho período de la vida (Dionne et al., 1999). En 

concordancia, terapias de reemplazo hormonal promueven el crecimiento y la 

recuperación del tejido muscular (Dionne et al., 2000). En ratas ovariectomizadas, 

la administración del estrógeno conduce a la recuperación de la fisiología 

muscular (Kadi et al., 2002; Warren et al., 1996). Así también, otros estudios 

indican que esta hormona es importante para la recuperación de la masa muscular 

en casos de atrofia de las fibras msuculares (McClung et al., 2006; Sitnick et al., 

2006). Además, se ha evidenciado que la administración de esta hormona en 

mujeres postmenopaúsicas aumenta la fuerza muscular (Greising et al., 2009).  

1.2. Estrés oxidativo 

 El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre las sustancias 

oxidantes y antioxidantes, como consecuencia del aumento de las sustancias 

oxidantes, de la disminución de las sustancias antioxidantes o de la conjunción de 
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ambos factores. Asimismo, se utiliza esta denominación para referirse a las 

alteraciones producidas por las especies reactivas del oxígeno (ROS). 

1.2.1. Especies reactivas del oxígeno (ROS) 

 Las ROS derivan del oxígeno y en general son radicales libres (RL), es 

decir, especies químicas que contienen uno o más electrones desapareados en su 

capa de valencia, lo que lleva a que sean especies altamente reactivas. Se 

caracterizan, además, por su gran poder oxidante y su vida media muy corta. 

Algunas ROS no pueden clasificarse como RL, pero  comparten con estas 

especies su alta capacidad pro-oxidante y, a  su vez, son capaces de generar RL 

en su metabolismo (Tabla I2). 

Especie reactiva del 
oxígeno 

Símbolo 

Peróxido de 

hidrógeno 

H2O2 

Radical superóxido . O2 
- 

Radical 

hidroperóxido 

. HO2 

Radical peróxido . ROO 

Radical hidroxilo . OH 

Radical alcohoxilo . RO 

Tabla I2. Principales especies reactivas del oxígeno. 
 
 Aunque algunas ROS cumplen un rol fisiológico, pueden también generar 

reacciones de oxidación no deseadas. A concentraciones pequeñas, actúan como 

mensajeros intracelulares, capaces de desencadenar cascadas de señalización 

que conducen a la activación de enzimas y de factores de transcripción, alterando 

finalmente la expresión génica y mediando respuestas celulares de adaptación o 
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de muerte celular. Es decir que niveles moderados de ROS pueden promover la 

proliferación y supervivencia celular, mientras que un aumento exagerado de estas 

especies puede conducir a la muerte celular. En condiciones fisiológicas normales, 

existe un equilibrio entre la generación y la eliminación de las ROS debido a la 

presencia de sistemas antioxidantes que son suficientes para evitar los daños 

derivados de estas especies. Sin embargo, cuando esta homeostasis se altera, las 

defensas antioxidantes son insuficientes frente a un incremento de las ROS, 

resultando en estrés oxidativo que puede conducir a la muerte celular y/o al 

desarrollo de diferentes patologías. De hecho, las ROS han sido involucradas en 

los mecanismos fisiopatológicos de enfermedades cardiovasculares (Byers y 

Bowman, 1993), neurodegenerativas (Marshall et al., 1999), diabetes (Takada, 

1982), y cáncer (Liou y Storz, 2010) como así también en el proceso de 

envejecimiento (Pacifici y Davies, 1991, revisado en Vasconsuelo et al., 2013). 

1.2.2. Sistemas antioxidantes 

 Para contrarrestar los daños derivados de la acción de las ROS, las células 

cuentan con varios mecanismos de defensa antioxidantes (Diplock, 1994; 

Fridovich, 1989; Gutteridge y Stocks, 1981; Halliwell, 1996; Sies, 1993). Halliwell 

definió como antioxidante a cualquier sustancia que, presente en bajas 

concentraciones en comparación con el sustrato oxidable, previene o retarda 

significativamente la oxidación del sustrato, donde el término “sustrato oxidable” se 

refiere a hidratos de carbono, lípidos, proteínas y ácidos nucleicos (Halliwell, 1990; 

Halliwell y Gutteridge, 1989).  

 Los diversos agentes antioxidantes pueden ejercer su función protectora 

mediante la inhibición de la generación de ROS, directamente atacando a las ROS 

luego de su producción o convirtiendo a las ROS en especies menos reactivas. 

 En particular, las enzimas antioxidantes son antioxidantes endógenos que 

actúan sobre las ROS ya generadas convirtiéndolas en moléculas menos nocivas 
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para el organismo. Dentro de este grupo de enzimas antioxidantes, las más 

estudiadas son la superóxido dismutasa, la catalasa y la glutatión peroxidasa. 

1.2.2.1. Superóxido dismutasa (SOD) 

 Esta enzima constituye la principal defensa en respuesta al estrés oxidativo 

derivado de la acción del anión superóxido y de las especies reactivas derivadas 

de éste (Fridovich, 1997). La SOD cataliza la transformación del radical superóxido 

en peróxido de hidrógeno (Figura I4). 

 

 
 
 

Figura I4. Acción de la SOD. 
Las enzimas superóxido dismutasas son metaloenzimas que catalizan la 
dismutación del anión superóxido, conduciendo a la formación de oxígeno 
molecular y peróxido de hidrógeno. 
  
 Si bien este radical es inestable en medio acuoso, por lo que es capaz de 

dismutar espontáneamente para generar H2O2 y O2, la tasa de dismutación 

enzimática es 104 veces superior a la no enzimática. Esto explica la importancia de 

la presencia de esta enzima para contrarrestar los efectos de esta ROS. 

 Se han descripto en mamíferos tres isoformas de esta enzima: SOD1, 

SOD2 y SOD3 (Fridovich, 1975). Todas ellas son metaloproteínas que se 

diferencian en su grupo prostético metálico. Mientras que SOD1 y SOD3 contienen 

cobre y zinc (CuZnSOD), la SOD2 presenta manganeso (MnSOD). 

 La SOD1 se encuentra en núcleo y citosol, reportándose altas 

concentraciones en testículos, cerebro e hígado (Marklund, 1980). La SOD3 es 

secretada al espacio extracelular en corazón, pulmones, riñon y placenta, como 

así también es detectable en plasma (Marklund, 1982; Oury et al., 1996; 

Sandstrom et al., 1992). La SOD2, por su parte, se encuentra en la matriz 

mitocondrial (Kinnula et al., 1995; Weisiger y Fridovich, 1973). La presencia de la 
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SOD2 en este compartimento es de suma importancia, debido a que se producen 

niveles sustanciales de anión superóxido como consecuencia del normal 

funcionamiento de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria. De 

hecho, 1-2% del total de electrones que pasan a través de esta cadena 

transportadora son desviados a la producción de ión superóxido (Boveris y 

Chance, 1977).  

1.2.2.2. Catalasa (CAT) 

 Esta enzima cataliza la detoxificación del peróxido de hidrógeno, liberando 

agua y oxígeno (Figura I5). 

 

 
 
 

Figura I5. Acción de la CAT. 
La enzima catalasa cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno, 
generando moléculas no perjudiciales como lo son el agua y el oxígeno molecular. 
 
 Inicialmente fue hallada en peroxisomas (Tolbert y Essner, 1981), pero más 

tarde también fue encontrada en citosol y mitocondrias (Rodriguez et al., 2000). 

 El peróxido de hidrógeno producido por acción de la enzima SOD, así como 

también el proveniente de otras reacciones metabólicas, es transformado en 

moléculas no perjudiciales por la acción de la catalasa. 

1.2.2.3. Glutatión peroxidasa (GPx) 

 La enzima glutatión peroxidasa (GPx) cataliza la conversión del peróxido de 

hidrógeno y peróxidos lipídicos (ROOH) en moléculas menos reactivas (Figura I6). 

Para ejercer su función requiere la presencia del glutatión reducido (GSH) como 

dador de equivalentes reductores. 
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Figura I6. Acción de la GPx. 
Las enzimas glutatión peroxidasas actúan sobre el peróxido de hidrógeno o 
peróxidos lipídicos, en presencia de glutatión reducido, liberando agua y el 
glutatión en su estado oxidado (GSSG). 
 
 Existen dos tipos de GPx, una de ellas es dependiente de selenio (Se) y la 

otra es no selenio dependiente. La GPx Se-dependiente es una proteína con 

cuatro átomos de Se que actúa sobre el peróxido de  hidrógeno y sobre peróxidos 

orgánicos. Por otra parte, la no dependiente de Se (GPx Se-independiente) solo 

ejerce su acción sobre peróxidos orgánicos (Ketterer, 1986). 

1.3. Muerte celular 

 La muerte celular es un proceso fundamental en la homeostasis de 

cualquier organismo. Durante décadas, su estudio fue enfocado dicotómicamente, 

comparando a la apoptosis y a la necrosis, dado que eran los dos tipos de muerte 

celular mejor conocidos. Sin embargo, en los últimos años con el advenimiento de 

tecnologías más sofisticadas, se han reportado otras formas adicionales de muerte 

celular al mismo tiempo que se han identificado nuevas y complejas vías 

moleculares que intervienen en estos procesos. 

 Desde las primeras descripciones de los mecanismos de muerte celular 

programada que se remontan a mediados de la década de 1960 (Kerr, 1965; 

Lockshin y Williams, 1964; Lockshin y Williams, 1965), se han realizado varios 

intentos para clasificar a las diversas formas de muerte celular. Uno de los 

primeros intentos por clasificar los fenotipos de muerte celular, basado en el 

análisis morfológico de modelos del desarrollo, fue hecho por Schweichel y 

Merker, quienes identificaron 3 tipos de muerte celular (Schweichel y Merker, 

1973). En los años subsiguientes, si bien se profundizaron los estudios de las vías 

moleculares que intervienen y regulan la muerte celular, al mismo tiempo que se 
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desarrollaron ensayos bioquímicos de rutina para monitorear estos fenómenos, la 

comunidad científica no ha adoptado aún una clasificación sistemática de la 

muerte celular basada en criterios bioquímicos. Es por ello que se creó el Comité 

de Nomenclatura de la muerte celular (NCCD) con la misión de proveer a la 

comunidad científica de una nomenclatura no rígida basada en la descripción de 

las diferentes modalidades de muerte celular existentes, de modo de facilitar la 

comunicación entre los mismos y, en última instancia, de contribuir a acelerar el 

ritmo del descubrimiento en este campo. El NCCD propuso una nueva 

clasificación de muerte celular regulada en el año 2012 basada en criterios 

funcionales y bioquímicos, que incluye a las siguientes modalidades:  anoikis, 

muerte celular autofágica, apoptosis intrínseca dependiente de caspasas, 

apoptosis intrínseca independiente de caspasas, apoptosis extrínseca, 

cornificación, entosis, catástrofe mitótica, necroptosis, netosis, piroptosis y 

paraptosis (Revisado en Galluzzi et al., 2012). 

1.3.1. Apoptosis 

 El término apoptosis (a-po-toe-sis) fue usado por primera vez por Kerr, 

Wyllie y Currie en 1972 para describir una forma morfológicamente distinta de 

muerte celular, aunque algunos componentes de este proceso ya habían sido 

descriptos varios años antes (Kerr et al., 1972; discutido en Kerr, 2002). El 

conocimiento de los mecanismos involucrados en este tipo de muerte en células 

de mamíferos fue derivado de la investigación del desarrollo del nematodo 

Caenorhabditis elegans (Horvitz, 1999). En este organismo, 1090 células 

somáticas son generadas en la formación del gusano adulto, de las cuales 131 

sufren apoptosis en puntos particulares durante el desarrollo. 

 La apoptosis se produce normalmente durante el desarrollo, el 

envejecimiento y también como un mecanismo homeostático para el 

mantenimiento de la población celular en diferentes tejidos. Este proceso puede 

también presentarse como un mecanismo de defensa, tal como sucede cuando las 

células son dañadas durante el desarrollo de alguna enfermedad o por agentes 
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nocivos, para así eliminarlas (Norbury y Hickson, 2001). En efecto, existen 

numerosos estímulos intracelulares y extracelulares que pueden desencadenar la 

apoptosis, tales como daño al ADN, estrés oxidativo, aumento del calcio 

intracelular, entre otros. Si bien estímulos, fisiológicos o patológicos, pueden 

producir apoptosis, el comportamiento de cada tipo celular en respuesta a un 

determinado agente apoptótico es particular, pudiendo un mismo agente producir 

muerte celular en una clase de célula y no afectar de la misma forma a otra. 

 En el inicio, la apoptosis se caracteriza por disminución del volumen celular 

y picnosis como resultado de la condensación de la cromatina, características que 

son evidenciables por microscopía de campo claro (Kerr et al., 1972). Esta 

disminución en el tamaño celular lleva a la observación de un citoplasma denso, 

repleto de las organelas intracelulares. En un estadío posterior, se observa el 

“blebbing” (ampollamiento) de la membrana plasmática seguido por cariorrexis y 

separación  de fragmentos celulares en la forma de cuerpos apoptóticos. Estos se 

encuentran formados por citoplasma repleto de organelas que mantienen su 

integridad, pudiendo presentar o no un fragmento nuclear, contenido en una 

membrana plasmática intacta. Finalmente, estos cuerpos serán fagocitados por 

macrófagos, células parenquimatosas u otras, y degradados en los fagolisosomas. 

Este proceso no se acompaña de reacción inflamatoria debido a que: las células 

apoptóticas no liberan su contenido celular en el tejido intersticial circundante, el 

proceso de fagocitosis de los cuerpos apoptóticos es muy rápido y las células 

fagocíticas no liberan citoquinas pro-inflamatorias (Kurosaka et al., 2003; Savill y 

Fadok, 2000). 

1.3.1.1. Caspasas 

 La apoptosis es un proceso complejo y coordinado que involucra una 

cascada de eventos moleculares dependiente de energía. En este proceso 

intervienen un grupo de cisteína proteasas conocidas como caspasas. Estas 

proteínas se sintetizan en su forma inactiva como zimógenos o pro-caspasas, y 

una vez activadas, son capaces de activar a otras caspasas, amplificando el 
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proceso apoptótico. Incluso algunas pro-caspasas pueden agregarse y así 

autoactivarse. 

 Las caspasas se caracterizan por su capacidad de clivar proteínas en 

residuos de ácido aspártico, aunque cada caspasa en particular tiene diferente 

especificidad mediante el reconocimiento de aminoácidos vecinos y de una 

configuración espacial determinada (Chang y Yang, 2000). Se han identificado 

diferentes miembros en esta familia, que se han categorizado como caspasas 

iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10), caspasas efectoras (caspasas 3, 6, y 7) y 

caspasas inflamatorias (caspasas 1, 4, 5, 11, 12). Recientemente, se han 

identificado a las caspasas 15, 16, 17 y 18. Las caspasas 11 y 13 de origen 

murino y bovino, respectivamente, son los homológos en estas especies de la 

caspasa 4. La caspasa 14 se expresa en la epidermis y tiene un rol primario en la 

cornificación, por lo que no cumpliría un rol en la cascada apoptótica (Crawford y 

Wells, 2011; Shalini et al., 2014). 

 Estas proteínas son claves en la transducción y ejecución de la señal 

apoptótica. Debido a que la activación de las mismas es un proceso irreversible, 

con alto poder destructivo, este se encuentra estrictamente regulado. Para 

prevenir respuestas indeseadas, las células cuentan con diferentes estrategias 

para la regulación de la activación de caspasas. Existen inhibidores naturales de la 

apoptosis (IAPs) que se caracterizan por presentar de uno a tres dominios BIR 

(baculoviral IAP repeat) en el extremo N-terminal, necesarios para su función anti-

apoptótica. Algunos de ellos cuentan, además, con un dominio RING (really 

interesting new gene) en el extremo C-terminal. La inhibición de la actividad de las 

caspasas puede derivar de la unión de los dominios BIR de los IAPs a los sitios 

activos de las caspasas, o bien mediante la promoción de la degradación de las 

caspasas activas o del secuestro de las caspasas evitando su interacción con sus 

sustratos (Tenev et al., 2005).  
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1.3.1.2.  Proteínas de la familia Bcl-2 

 Los miembros de la familia Bcl-2 (B cell CLL/lymphoma-2) fueron 

originalmente caracterizados por su rol en la regulación del proceso apoptótico. 

Todos sus integrantes presentan dominios con homología Bcl-2 (BH) que 

pertenecen a segmentos de α-hélices. De acuerdo a la presencia de estos 

dominios, esta familia se subdivide en dos subfamilias que incluyen a proteínas 

apoptóticas y a proteínas antiapoptóticas.  

 Los miembros antiapoptóticos de esta familia constan de cuatro dominios 

con homología Bcl-2 (BH1-4) (Figura I7) y generalmente se los encuentra en la 

membrana mitocondrial externa, aunque pueden hallarse también en el citosol o 

asociados a membranas del retículo endoplásmico (RE). Ejercen su efecto 

antiapoptótico inhibiendo la acción de las proteínas proapoptóticas de esta familia. 

Se incluyen dentro de este grupo a las siguientes proteínas: Bcl-2, Bcl-xL (Bcl-2-

related gene, long isoform), Bcl-w, Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1) y A1 (Bcl-2-

related gene A1). 

 Los miembros proapoptóticos de esta familia se subdividen, a su vez, en las 

proteínas efectoras y las proteínas solo-BH3 (Figura I7). Dentro del primer grupo 

se incluyen BAK (Bcl-2 antagonist killer 1), BAX (Bcl-2-associated x protein) y BOK 

(Bcl-2-related ovarian killer). Estas constan de 4 dominios con homología Bcl-2 

(BH1-4), aunque originalmente habían sido descriptos solo 3 dominios en ellas 

(Kvansakul et al., 2008). Las proteínas solo-BH3, a su vez, se subdividen 

basándose en su habilidad de interaccionar con los miembros antiapoptóticos de 

esta familia, o con los antiapoptóticos y los efectores. Aquellos miembros solo-BH3 

que se unen solo a las proteínas antiapoptóticas se conocen como 

“sensibilizadores o derepresores” e incluyen a BAD (Bcl-2 antagonist of cell death), 

BIK, BMF, Puma, HRK y Noxa. Mientras que BID (Bcl-2 interacting domain death 

agonist) y BIM (Bcl-2-interacting mediator of cell death) interactúan tanto con los 

miembros antiapoptóticos como con los efectores y se conocen como “activadores 

directos”. 
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Figura I7. Familia Bcl-2. 

Las proteínas de la familia Bcl-2 presentan dominios con homología Bcl-2 (BH). Se 
muestra una representación de los distintos miembros de la familia 
(antiapoptóticos, proapoptóticos efectores y proapoptóticos solo-BH3) indicando 
sus dominios BH 1-4 (Adaptado de Chipuk et al., 2010). 
 
 La mayoría de las células presentan una variedad de proteínas de la familia 

Bcl-2 proapoptóticas y antiapoptóticas. El modelo propuesto originalmente 

sostenía que el destino final de una célula, sobrevivir o morir por apoptosis, estaba 

determinado por la relación existente entre los niveles de expresión de ambos 

grupos de proteínas (Korsmeyer, 1992). Si primaba la expresión de proteínas 

antiapoptóticas, la célula sobreviviría, mientras que si lo hacía el grupo de 

proteínas proapoptóticas, la célula moriría. Sin embargo, con el advenimiento de 

las proteínas solo-BH3, este modelo inicial debió ser revisado, puesto que la 

intervención de estas proteínas en la activación de Bax/Bak, un evento esencial en 

la vía mitocondrial apoptótica, se ha reportado ampliamente (Chipuk y Green, 

2008). Es por ello que se han postulado varios mecanismos. Uno de los modelos 

propone que las proteínas activadoras solo-BH3, Bim y Bid, activarían 

directamente a Bax y Bak. Para ello, las proteínas sensibilizadoras, tales como 

Puma y Noxa, actuarían desplazando a las proteínas activadoras de los miembros 

antiapoptóticos de la familia y uniéndose ellas, permitiendo así que los activadores 

se puedan unir a Bax y Bak (Figura I8A). Otro mecanismo sugerido postula que las 

proteínas solo-BH3 liberarían a Bax o Bak constitutivamente activos, uniéndose no 

a ellas sino a las proteínas antiapoptóticas que las retienen, y de esta manera, Bax 

y Bak estarían libres para ejercer su efecto apoptótico (Figura I8B). El tercer 

modelo propuesto sostiene que las proteínas derepresoras competirían con las 

proteínas activadoras solo-BH3 para su unión a los miembros antiapoptóticos, de 
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forma tal de liberar a las activadoras para la activación de Bax/Bak (Figura I8C) 

(Revisado en Chipuk et al., 2010). En los modelos citados, se pone de manifiesto 

la capacidad de los miembros de esta familia de formar dímeros. Como ya se 

describió anteriormente, los miembros antiapoptóticos pueden impedir la acción de 

los proapoptóticos, secuestrándolos, o bien, los miembros proapoptóticos pueden 

inhibir la acción de las proteínas antiapoptóticas, al formar dímeros con ellas 

(Revisado en Chipuk et al., 2010). 

 
Figura I8. Principales mecanismos propuestos de regulación de la vía 

apoptótica mitocondrial mediada por proteínas de la familia Bcl-2. 
(A) Las proteínas activadoras solo-BH3 son secuestradas por proteínas 
antiapoptóticas. Luego del estrés celular, el miembro solo-BH3 activador es 
liberado de este complejo, por competencia con un miembro derepresor, que se 
une a la proteína antiapoptótica. De esta manera, la proteína activadora es 
liberada y puede activar a Bax/Bak. (B) Las proteínas antiapoptóticas se unen a 
miembros apoptóticos (Bax/Bak) constitutivamente activos, inhibiéndolos. Ante un 
estrés celular, las proteínas solo-BH3 interactúan con los miembros 
antiapoptóticos, liberando a Bax/Bak activo. (C) Las proteínas derepresoras 
compiten con las activadoras solo-BH3 para unirse a los miembros 
antiapoptóticos, de manera de liberar a las proteínas activadoras y que estas 
puedan activar a Bax/Bak.   
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 Por otra parte, mientras que algunos miembros proapoptóticos de esta 

familia se conoce que son residentes mitocondriales, tal como sucede con Bak, 

otros residen generalmente en el citosol y frente a un estímulo apoptótico, 

translocan a la mitocondria (Revisado en Chipuk et al., 2010). 

 Diferentes estímulos apoptóticos conducen a la activación de distintos 

miembros solo-BH3 e, incluso, los mecanismos por los que estas proteínas son 

activadas difieren para cada uno de sus miembros. Por ejemplo, Noxa y Puma son 

sólo regulados transcripcionalmente, y la regulación de BAD es por su estado de 

fosforilación (Revisado en Puthalakath y Strasser, 2002).  

1.3.1.3. Mecanismo intrínseco: rol de la mitocondria 

 En respuesta a diversos estímulos apoptóticos intracelulares, como el daño 

al ADN, el estrés oxidativo y el incremento en los niveles de calcio citosólicos, 

entre otros, se activa la vía intrínseca de la apoptosis (Figura I10). Si bien existe 

heterogeneidad en las cascadas de señalización disparadas por estos estímulos, 

la mitocondria se comporta como un regulador central en este proceso. 

Generalmente, al mismo tiempo que se activan cascadas proapoptóticas, también 

lo hacen mecanismos antiapoptóticos en un intento de proteger a las células frente 

a la injuria. En este escenario, señales pro y antiapoptóticas convergen a nivel 

mitocondrial. El evento clave representado por el aumento en la permeabilidad de 

la membrana externa mitocondrial sucede sólo cuando las señales proapoptóticas 

predominan sobre las antiapoptóticas. Este evento conduce a la liberación de 

factores proapoptóticos, tales como citocromo c, Smac DIABLO, el factor inductor 

de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G desde la mitocondria al citosol. En este 

compartimento, el citocromo c interactúa con Apaf-1 (Liu et al., 1996), que 

presenta tres dominios funcionales: el dominio N-terminal CARD (dominio de 

reclutamiento de caspasas), el dominio de unión a nucleótidos y de 

oligomerización (NOD), y el dominio C-terminal regulatorio (Zou et al., 1997). Este 

último dominio es el que mantiene a Apaf-1 en un estado autoinhibitorio. Cuando 

el citocromo c se une a esta región, Apaf-1 es activado, lo que se pone en 
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evidencia por la oligomerización de siete complejos Apaf-1/citocromo c que forman 

un heptámero, conocido como apoptosoma (Zou et al., 1999). Este complejo 

recluta a la pro-caspasa 9, que se une mediante su dominio CARD del extremo N-

terminal e interacciona con el anillo central del apoptosoma (Acehan et al., 2002), 

lo que promueve su activación. El complejo entonces formado se comporta como 

una holoenzima que cliva a las caspasas efectoras 3 y 7 (Rodriguez y Lazebnik, 

1999). Por otra parte, AIF y la endonucleasa G translocan al núcleo, donde 

intervienen en la fragmentación del ADN independiente de caspasas. 

1.3.1.3.1. Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial 

 El citocromo c se encuentra en el espacio intermembrana mitocondrial 

(IMS) o débilmente unido a la superficie de la membrana mitocondrial interna 

(MMI). La liberación de esta proteína al citosol es un evento clave en la vía 

intrínseca, a partir del cual irreversiblemente una célula sufrirá apoptosis 

(Kumarswamy y Chadna, 2009; Liu et al., 1996; Reed, 1997). Diversos modelos 

han sido propuestos para explicar este suceso, entre los que se destacan la 

pérdida de integridad y/o un incremento en la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial externa (MME) (Crompton, 1999; Green y Kroemer, 2004). Sin 

embargo, los mecanismos que derivan en esta aumentada permeabilidad 

mitocondrial no se encuentran totalmente establecidos. Se ha propuesto que 

miembros de la familia Bcl-2 pueden estar involucrados en este proceso (Antignani 

y Youle, 2006). Además, se ha sugerido la participación del poro de permeabilidad 

transitoria mitocondrial (MPTP) (Armstrong, 2006).  

 El MPTP es un complejo multiproteico cuya composición aún se encuentra 

en debate. Originalmente, se había descripto que estaba compuesto por la 

ciclofilina D, el translocador de nucleótidos de adenina (ANT) localizado en la 

membrana mitocondrial interna y el canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC) 

presente en la membrana mitocondrial externa (Kroemer et al., 1998; Crompton, 

1999). Posteriores estudios sugirieron que la hexoquinasa-II (HK-II) también 

formaría parte de este complejo. Sin embargo, experimentos con ratones knock 
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out para VDAC y ANT revelaron que estas proteínas no serían fundamentales 

para la actividad de este poro (Javadov y Kuznetsov, 2013), sumando más 

incertidumbre al establecimiento de sus componentes. 

 En condiciones fisiológicas normales, la MMI es prácticamente impermeable 

a todos los iones, incluso a los protones. Esto permite que los complejos I-IV de la 

cadena transportadora de electrones puedan formar el gradiente de protones 

necesario para la fosforilación oxidativa (Mitchell y Moyle, 1965 a, b). La diferencia 

de cargas que resulta de la generación de un gradiente electroquímico a través de 

la MMI es la base del potencial de membrana mitocondrial (∆ψm). Finalmente, el 

gradiente de protones es utilizado por el complejo V de la cadena respiratoria para 

la síntesis de ATP mediado por la ATP sintasa. Es por ello que el mantenimiento 

de un adecuado potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) es esencial para la 

supervivencia celular. Sin embargo, en respuesta a condiciones de estrés, el 

MPTP puede abrirse, permitiendo el pasaje de solutos de hasta 1500 Da 

(Halestrap et al., 2002). Esta apertura resulta en la disrupción de la MMI y el 

“swelling” de la matriz mitocondrial (Figura I11). Dado que la MMI tiene un área de 

superficie mayor que la que presenta la MME, el “swelling” del contenido 

mitocondrial resulta en la ruptura de la MME y, en consecuencia, se produce la 

liberación de componentes mitocondriales tales como el citocromo c. En 

condiciones fisiológicas normales, se han reportado aperturas transientes del 

MPTP, acompañadas de cambios reversibles en el ∆ψm (Kroemer et al., 1998). 

Sin embargo, la apertura sostenida de este poro en el tiempo, asociada a la 

pérdida del ∆ψm de manera irreversible, se ha relacionado a muerte celular 

(Marchetti et al., 1996). Se ha reportado, también, que miembros de la familia Bcl-

2 podrían regular al MPTP (Reed y Kroemer, 1998).   
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Figura I9. Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (MPTP) 
En condiciones fisiológicas normales, la cadena transportadora de electrones  
genera el gradiente de protones necesario para la síntesis de ATP, que se 
acompaña de un potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) elevado y del MPTP 
en un estado cerrado. Sin embargo, ante situaciones de estrés celular, el MPTP se 
abre, permitiendo el pasaje de solutos y la pérdida del ∆ψm, resultando en la 
disrupción de la MMI y el “swelling” de la matriz mitocondrial. 
 
1.3.1.4. Mecanismo extrínseco 

 En respuesta a diversos estímulos apoptóticos extracelulares sensados por 

receptores específicos de muerte, se activa la vía extrínseca de la apoptosis 

(Figura I10). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores del 

factor de necrosis tumoral (TNF) y se caracterizan por la presencia de un dominio 

extracelular rico en residuos cisteína, una porción transmembrana y una porción 

citoplasmática que contiene una secuencia aminoacídica conocida como dominio 

de muerte (DD), esencial para la inducción de apoptosis (Ashkenazi y Dixit, 1998; 

Nagata, 1997). Esta vía se inicia por la unión de ligandos de muerte, tales como 

Fas/CD95 ligando (FasL/CD95L), factor de necrosis tumoral α (TNFα), ligando 

inductor de apoptosis relacionado al TNF (TRAIL), Apo3L y Apo2L, a distintos 

receptores de muerte (Fas/CD95, receptor I de TNFα (TNFRI), receptores de 

TRAIL I y II (TRAILR I y II), DR3 y DR4/DR5, respectivamente) (Ashkenazi y Dixit, 

1998; Wajant, 2002).  
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 Uno de los receptores mejor caracterizados es Fas. En ausencia de FasL, 

las subunidades de Fas espontáneamente se ensamblan en la membrana 

plasmática formando trímeros, gracias a la presencia de su dominio de ensamblaje 

(PLAD). Esta capacidad, independiente del ligando, de formar complejos en la 

membrana plasmática, se ha reportado también para TRAILR (Chan et al., 2000; 

Clancy et al., 2005; Siegel et al., 2000). La unión de FasL estabiliza a los trímeros 

de Fas al mismo tiempo que induce un cambio conformacional que permite que 

sus dominios DD recluten proteínas adaptadoras FADD (proteínas asociadas a 

Fas con un dominio de muerte), además de proteínas celulares inhibidoras de la 

apoptosis (cIAPs), c-FLIP y a la pro-caspasa 8 (o 10). Esta plataforma de 

activación conformada o complejo de iniciación de la señal de muerte, DISC 

(death-inducing signaling complex), es la encargada de activar a la pro-caspasa 8 

(o 10). Si bien los cIAPs y c-FLIP presentan funciones antiapoptóticas, cuando las 

señales de muerte prevalecen, la caspasa 8 es activada y de esta forma, puede 

activar a la caspasa 9 y conducir a la muerte celular. En particular, el TNFRI 

necesita, además, de proteínas adaptadoras TRADD (proteínas asociadas a 

TNFR con un dominio de muerte) para reclutar a las proteínas FADD y a la pro-

caspasa 8. Así también este receptor recluta otras proteínas que no se localizan 

en el complejo DISC, tales como TRAF2 y TRAF5 (factores asociados al TNFR 2 y 

5), que se ha demostrado no siempre intervienen en el proceso apoptótico (Au y 

Yeh, 2007). Esto muestra que no necesariamente la activación de un receptor de 

muerte implica la transducción de una señal letal. 

1.3.1.5. Integración de las vías extrínseca e intrínseca 

 Inicialmente, las vías extrínseca e intrínseca se consideraban 

independientes. Sin embargo, actualmente está bien establecido que existe un 

crosstalk entre ambas vías mediado por la proteína solo-BH3, Bid (Li et al., 1998) 

(Figura I10). Luego del reconocimiento de la importancia de la mitocondria en la 

apoptosis, se sugirió que todas las vías de activación de este proceso podrían 

depender de esta organela (Kroemer et al., 1997; Marchetti et al., 1996). Fue así 
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como se diferenciaron dos grupos de células (células tipo I y células tipo II) en 

función de su capacidad de llevar a cabo la apoptosis por la vía extrínseca sin 

necesitar de la mitocondria. Las células conocidas como  tipo I (por ejemplo: 

timocitos, linfocitos T) son capaces de activar a la caspasa 8 en la plataforma 

DISC, seguido de la activación de la caspasa 3, sin intervención mitocondrial. 

Mientras que otros tipos celulares, conocidos como células tipo II (por ejemplo: 

hepatocitos, células pancreáticas β) dependen de la mitocondria para la completa 

ejecución de la apoptosis (Scafiddi et al., 1998). Estas diferencias se deberían a 

que las células tipo I formarían niveles elevados del complejo DISC necesario para 

la activación de la caspasa 8, mientras que los niveles generados en las células 

tipo II no serían suficientes para la obtención de una alta concentración de 

caspasa 8 activa. Por ello, las células tipo II necesitan mecanismos adicionales 

que amplifiquen la señal apoptótica y en este sentido, la caspasa 8 es capaz de 

clivar a BID, formándose t-BID (truncated BID) (Barnhart et al., 2003; Scaffidi et al., 

1998). Este fragmento generado por la activación de la vía extrínseca, se dirigiría 

a mitocondria para activar a la vía intrínseca y asegurar la completa ejecución de 

la apoptosis. Se ha evidenciado que Bid interviene en la cascada de señalización 

activada corriente abajo Fas y TNFRI, comportándose como el nexo entre las dos 

vías apoptóticas (Gross et al., 1999). Sin embargo, en los últimos años, se ha 

reportado que la caspasa 8 luego de su clivaje en el complejo DISC, se dirigiría a 

la mitocondria e interaccionaría con el lípido cardiolipina (CL) en sitios de contacto 

existentes entre la MMI y la MME (Gonzalvez et al., 2008). Esto conduciría a la 

completa activación de la caspasa 8 y a su oligomerización, y finalmente, a la 

formación del fragmento t-Bid. 
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Figura I10. Vías intrínseca y extrínseca de la apoptosis. 
En respuesta a un estímulo apoptótico intraceluar, se inicia la vía intrínseca de la 
apoptosis. La activación de proteínas pertenecientes a la familia Bcl-2, conduce a 
la activación de Bax/Bak y a la permeabilización de la MME, efectos que pueden 
ser prevenidos por las proteínas antiapoptóticas de esta familia. La liberación de 
varias proteínas del IMS promueve la activación de caspasas. En particular, el 
citocromo c se une a Apaf-1, formando una estructura conocida como 
apoptosoma, que recluta y activa a la pro-caspasa 9. Esta caspasa cliva y activa a 
las caspasas 3 y 7, induciendo la apoptosis. La vía extrínseca de la apoptosis se 
inicia  luego de la unión de ligandos de muerte a sus correspondientes receptores 
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de muerte. Esto induce el reclutamiento de moléculas adaptadoras tales como 
FADD y, luego, de la caspasa 8, que resulta en la dimerización y activación de 
esta enzima. De esta forma, la caspasa 8 cliva y activa a las caspasas 3 y 7, 
induciendo la apoptosis. El crosstalk entre las vías intrínseca y extrínseca ocurre a 
través del clivaje de la caspasa 8 y la activación de BID. Su producto, tBID, es 
necesario en algunos tipos celulares para la completa ejecución de la apoptosis 
(Adaptado de Tait y Green, 2010). 
 
1.3.1.6. Comunicación intercelular: estructuras tunneling nanotubes 

 La comunicación entre células es un proceso vital en todos los organismos 

durante el desarrollo, la reparación celular y la supervivencia, que se ha 

conservado a lo largo de la evolución (Gurke et al., 2008). Es por ello que un gran 

número de genes y sus consecuentes productos han sido implicados en las 

diferentes vías de comunicación intercelular, y su desregulación puede conducir al 

establecimiento de condiciones patológicas. 

 Hasta el momento, se han descripto diversos mecanismos que permiten el 

intercambio de información entre células. En el año 2004, se descubrió un nuevo 

principio para la comunicación célula a célula basado en la formación de novo de 

canales denominados tunneling nanotubes (TNT). Estos canales, descriptos 

inicialmente en la línea celular PC12 de feocromocitoma de rata, permitían la 

transferencia directa de diversos componentes entre estas células (Rustom et al., 

2004). Posteriormente, numerosos estudios reportaron la presencia de canales 

tipo-TNT en otros tipos celulares in vitro e in vivo, de origen humano y murino 

(Freund et al., 2006; Koyanagi et al., 2005; Onfelt et al., 2004; Onfelt et al., 2006; 

Watkins et al., 2005; Zhu et al., 2005). Actualmente, está bien establecido que la 

formación de estos nanotubos puede ocurrir por diferentes mecanismos 

dependiendo del tipo celular involucrado (Gurke et al., 2008). 

 Los TNT son canales que permiten la comunicación entre los citoplasmas 

de células distantes, admitiendo el intercambio de moléculas de la superficie 

celular (Gerdes y Carvalho, 2008), partícuals virales (Sowinski et al., 2008) así 

como también contenido citoplasmático, incluyendo organelas tales como las 

mitocondrias (Koyanagi et al., 2005) (Figura I11). Sin embargo, el transporte en 
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estas conexiones de pequeñas moléculas tal como la calceína, está impedido, 

demostrando que los TNT intervienen en un mecanismo selectivo de transferencia 

citoplasmática (Davis y Sowinski, 2008). Estos canales están compuestos por F-

actina, aunque, en algunos tipos celulares, se ha evidenciado la existencia de TNT 

de distinta composición (Onfelt et al., 2006). Así también, se ha reportado que los 

TNT son estructuras dinámicas y transitorias capaces de formarse en cuestión de 

minutos, persistiendo hasta varias horas, que presentan diámetros muy pequeños 

(50-200 nm) y cuyas longitudes pueden ser varias veces superior a las de sus 

diámetros (Rustom et al., 2004). Si bien hasta el momento no se ha realizado un 

análisis sistemático de los TNT establecidos entre diferentes tipos celulares, los 

estudios reportados parecen indicar que la naturaleza y el grado de intercambio 

molecular, así como el diámetro, la longitud y la arquitectura de estos canales, 

varían con el tipo celular involucrado (Gerdes y Carvalho, 2008; Gurke et al., 

2008).  

 
 

Figura I11. Comunicación intercelular vía TNT. 
Los TNT son canales cuyos diámetros son del orden de los nanómetros, formados 
por F-actina que comunican y permiten interaccionar a células que se encuentran 
distantes entre sí. A través de ellos, se transfieren múltiples señales desde 
organelas intracelulares tales como las mitocondrias (A) o partículas virales (B), 
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hasta componentes de la superficie cellular (C) (Adaptado de Davis y Sowinski, 
2008). 
 
 Bajo condiciones de estrés celular, tales como las que desencadenan el 

proceso de apoptosis, las células son influenciadas por redes de comunicación 

intercelular, que pueden modular su destino celular. Se ha sugerido que los TNT 

podrían mediar la transferencia de moléculas reguladoras de la apoptosis entre 

células apoptóticas y células sanas, alterando el destino de las células receptoras. 

De hecho, se ha reportado que estos canales son capaces de propagar la señal 

apoptótica de Fas ligando entre linfocitos T para inducir su muerte celular 

(Arkwright et al., 2010). Así también, los TNT han sido propuestos como 

intervinientes en el rescate de cardiomioblastos o células endoteliales estresadas 

mediado por células madres mesenquimales a través de la transferencia de 

mitocondrias sanas (Cselenyak et al., 2010; Liu et al., 2014). Además, se ha 

evidenciado que en los inicios del proceso apoptótico, las células PC12 estresadas 

son capaces de formar un tipo particular de TNT para interaccionar con las células 

sanas, diferente al que presentarían en condiciones fisiológicas normales (Wang y 

Gerdes, 2015). Este TNT es utilizado para la transferencia de mitocondrias, 

proceso en el que en algunos tipos celulares se observó la participación de la Rho-

GTPasa, Miro-1 (Ahmad et al., 2014). 

1.4. Señalización intracelular activada por el 17β-estradiol en 

músculo esquelético 

1.4.1. Familias proteína quinasa C y proteína quinasa D  

 La proteína quinasa C (PKC) comprende una gran familia de quinasas de 

residuos serina/treonina que puede ser activada en respuesta a diversos estímulos 

y que está involucrada en una multitud de procesos fisiológicos. La enzima regula 

actividades celulares tales como la proliferación, diferenciación, supervivencia y 

contracción muscular, entre otros (Nishizuka, 1992; Nishizuka, 1995; Toker, 1998). 
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Las enzimas PKC son monómeros de 80 kDa que tienen un dominio 

regulatorio en el extremo amino terminal y un dominio catalítico en el extremo 

carboxilo terminal. Ambos extremos se encuentran separados por una región 

bisagra, que es lábil al clivaje proteolítico cuando la enzima se activa (Newton, 

1995). El polipéptido está compuesto por cuatro regiones constantes y cinco 

regiones variables intercaladas (Figura I12). 

Se conocen al menos diez isoenzimas de PKC que se agrupan en tres 

subgrupos basándose en diferencias estructurales a nivel del dominio regulatorio  

de la enzima. Cada subclase de la familia tiene una dependencia específica a 

diferentes cofactores, de acuerdo a la composición de dicho dominio regulatorio 

(Mellor y Parker, 1998; Newton, 2001): 

 PKC clásicas o convencionales (cPKC): son activadas por DAG 

(diacilglicerol) y Ca++ y pueden ser down-reguladas por exposición 

prolongada a altas dosis de ésteres de forbol. En este grupo se encuentran 

las isoformas , ßI, ßII y . 

 PKC noveles (nPKC): su activación es independiente de Ca++, pero son 

sensibles a  ésteres de forbol, por lo que pueden ser down-reguladas por 

exposición prolongada a altas dosis de ésteres de forbol. Son las isoformas 

, ,  y . 

 PKC atípicas (aPKC): requieren para su activación fosfatidilserina, siendo 

independientes  de calcio y no reactivas a ésteres de forbol. Este grupo 

incluye las isoformas  y . 

 Los dominios críticos para la unión de estos activadores se encuentran en 

la porción regularoria N-terminal: el dominio C1 que une DAG y el dominio C2 que 

une Ca++ (Figura I12). Estos dominios también intervienen en la translocación de 

las PKCs a membranas via DAG y fosfolípidos aniónicos (Newton, 2003). El 

dominio regulatorio N-terminal contiene, además, sitios de anclaje para proteínas 

que podrían conducir a la PKC activada a otros sitios de localización subcelulares. 

Por otra parte, el dominio C-terminal de las PKCs se encuentra altamente 
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conservado entre las diferentes isoformas y la fosforilación en esta porción es 

necesaria para la generación de una quinasa madura que puede, entonces, ser 

reclutada a membranas.  

 
Figura I12. Estructura de las PKCs. 

Las PKCs presentan un dominio regulatorio en el extremo N-terminal y un dominio 
catalítico en el extremo C-terminal, unidos por la región bisagra (V3). Asimismo, 
estas quinasas están formadas por cuatro regiones constantes (C1-4) y cinco 
regiones variables (V1-5). La región C1 presenta el sitio de unión al DAG/PMA, 
mientras que en la región C2 se encuentra el sitio de unión al Ca++. Las regiones 
C3 y C4 del dominio catalítico constituyen los sitios de unión del ATP y del 
sustrato, respectivamente. El sitio Tipo C2 de las PKCs noveles no une Ca++, 
mientras que el sitio Tipo C1 de las PKCs atípicas no une DAG/PMA (Adaptado de 
Mackay y Twelves, 2007). 
 
 En respuesta a diversos estímulos, se activa la fosfatidilinositol fosfolipasa 

C (PI-PLC), que resulta en la generación de DAG y en un incremento del Ca++ 

intracelular. Cuando la PKC todavía se encuentra en una conformación inactiva, el 

sitio de unión al sustrato se encuentra ocupado por el dominio pseudosustrato. La 

generación de DAG y Ca++ aumenta la afinidad de estas PKCs por las membranas, 

resultando en la liberación del pseudosustrato del sitio de unión al sustrato y en la 

activación de la quinasa. En particular, la fosforilación en residuos tirosina en 

algunas PKCs, tal como sucede en la PKC, se ha evidenciado en respuesta a 

varios estímulos apoptóticos tales como UV, H2O2 y etoposide (Blass et al., 2002; 
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Konishi et al., 2001). Estas quinasas activadas pueden conducir a la fosforilación 

directa de proteínas apoptóticas o a la regulación de la transcripción de genes pro 

o antiapoptóticos. De hecho, las isoformas de esta familia ejercen funciones 

distintas de acuerdo al tipo celular y al estímulo que condujo a su activación, lo 

que implica que la respuesta celular final es el resultado de la interacción de las 

PKCs con otras vías de señalización dentro de la célula. Así, se ha demostrado 

que algunas isoformas de PKC promueven la apoptosis, mientras que otras son 

antiapoptóticas (Dempsey et al., 2000).  

 La familia de proteínas quinasas D (PKD) está íntimamente relacionada con 

las PKCs. Originalmente se las había identificado como nuevos miembros en la 

familia PKC debido a que comparten la misma estructura molecular de un dominio 

N-terminal regulatorio y un dominio C-terminal catalítico, además de la presencia 

de un motivo tándem C1a/C1b en el extremo N-terminal (Johannes et al., 1994). 

Sin embargo, una diferencia estructural importante radica en la presencia de un 

dominio PH (pleckstrin homology) en el extremo N-terminal de las PKDs, que se 

cree estaría involucrado en una función autoinhibitoria (Iglesias y Rozengurt, 1998) 

(Figura I13). Esta familia está formada por tres miembros: PKD 1, 2 y 3, que son 

homólogos en estructura  y que se comportan como serina/treonina quinasas 

(Rozengurt et al., 2005). Actualmente, las PKDs se clasifican como miembros de 

la familia de quinasas Cam calcio/calmodulina independientes (Fu y Rubin, 2011).  

 

Figura I13. Estructura general de las PKDs. 
Las enzimas de la familia PKD presentan un dominio regulatorio N-terminal y un 
dominio catalítico C-terminal. La característica distintiva de estas enzimas la 
confiere la presencia del dominio PH en el dominio regulatorio.  
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 PKD 1 es el miembro mejor estudiado de esta familia. Fue la primer 

isoforma de la familia PKD en ser identificada. Inicialmente, esta quinasa era 

reconocida como una PKC y se la llamaba PKCµ. Es una enzima activada por 

estrés que participa en varios procesos fisiológicos tales como el crecimiento 

celular, la apoptosis, la adhesión celular y la angiogénesis. Se cree que su 

activación estaría determinada por la transfosforilación en los residuos 

Ser744/Ser748. Como consecuencia, el residuo Ser916 en el extremo C-terminal sería 

autofosforilado. Los dos eventos son considerados marcadores de activación de 

esta PKD (Revisado en Steinberg, 2012).  

 Se ha evidenciado que el estrés oxidativo induce la activación de PKD, 

promoviendo su rol apoptótico. En algunos tipos celulares, este evento es mediado 

por PKCs noveles (Rozengurt, 2011). En contraposición, se ha reportado que PKD 

puede comportarse como un sensor del estrés oxidativo, activarse y ejercer un 

efecto antiapoptótico en varios tipos celulares (Singh y Czaja, 2007; Song et al., 

2006; Song et al., 2009; Stortz, 2007). 

1.4.2. Quinasas c-Jun N-terminal 

 Las quinasas c-Jun amino-terminal (JNKs, también conocidas como 

proteínas quinasas activadas por estrés (SAPKs)) fosforilan residuos serina o 

treonina y forman parte de la familia de proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK). Existen tres genes que codifican para las isoformas JNK 1, 2 y 

3, que generan un total de diez variantes de splicing de 46 y 54 kDa (Davis, 2000). 

Mientras que JNK 1 y 2 se expresan de manera ubicua en el organismo, la 

expresión de JNK 3 se encuentra restringida al cerebro, aunque niveles 

disminuídos de su ARNm se han encontrado en testículo (Coffey, 2014). 

 Estas quinasas se han involucrado en múltiples procesos fisiológicos tales 

como diferenciación, proliferación celular, supervivencia y muerte. Se activan por 

una serie de eventos de fosforilación en respuesta a diversos estímulos. MKK4 y 

MKK7 son las dos quinasas MAP2K que directamente fosforilan a JNK en los 
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residuos treonina 183 (Thr183) y tirosina 185 (Tyr185) presentes en un motivo 

conservado Thr-Pro-Tyr del loop de activación (Davis, 2000). MKK4 y MKK7 son 

activados por una fosforilación dual en residuos tirosina y treonina mediada por 

MAP3Ks. Luego de su activación por las MAP2Ks, JNK es capaz de fosforilar y 

activar múltiples proteínas nucleares y extranucleares, entre las que se incluyen al 

factor de transcripción proteína activadora-1 (AP-1) formado por dimerización de 

proteínas Jun (c-Jun, JunB, JunD) con las proteínas Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-

2), ATF-2, c-Myc, p53, Elk1, NFAT, así como también proteínas reguladoras de la 

muerte celular como los miembros de la familia Bcl-2, entre otros (Bogoyevitch y 

Kobe, 2006).  

 Tal como se mencionó al inicio de esta sección, las quinasas JNK pueden 

intervenir en la inducción de apoptosis, pero también han sido implicadas en la 

promoción de la supervivencia celular y la proliferación (Hess et al., 2002; Yu et 

al., 2004). Estos roles opuestos asignados a JNK se explican por el hecho de que 

estas quinasas activan a un gran número de sustratos lo que, a su vez, se 

encuentra en estricta relación con el estímulo recibido, el tipo celular involucrado y 

el período post-estímulo que se evalúe (Lin, 2003). En este sentido, se ha 

evidenciado que la activación de JNK en forma transiente conduce a la 

supervivencia celular, mientras que su activación de manera sostenida en el 

tiempo resulta en apoptosis (Ventura et al., 2006), avalando la idea de que la 

duración del estímulo es un determinante fundamental en la respuesta celular 

observada. Respecto a su rol apoptótico, existen evidencias que sostienen que 

JNK intervendría en la vía intrínseca de la apoptosis mediante la regulación 

positiva de genes proapoptóticos transactivando diferentes factores de 

transcripción o directamente modulando la actividad de proteínas pro y 

antiapoptóticas mediante eventos de fosforilación (Essers et al., 2004; Lei et al., 

2002; Lei y Davis, 2003).  
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1.4.3. p53 y p66Shc 

 La proteína p53 pertenece a una familia de factores de transcripción a la 

que al menos pertenecen dos miembros más: p73 y p63. Si bien los tres presentan 

una homología importante en sus secuencias primarias, existen divergencias en 

sus extremos C-terminales y difieren en el número de exones, funciones, 

regulación y distribución en los tejidos. 

 La proteína p53 actúa como un sensor del estrés celular (Giaccia y Kastan, 

1998). En su forma activa se encuentra como un tetrámero compuesto por cuatro 

subunidades idénticas. Cada monómero presenta 393 aminoácidos y comprende 

varios dominios: un dominio de transactivación en el extremo N-terminal, una 

región rica en prolinas, un dominio central de unión al ADN (dominio DBD), un 

dominio de tetramerización y un dominio regulatorio en el extremo C-terminal 

(Figura I14). 

 
Figura I14. Estructura de p53. 

Cada subunidad de p53 se encuentra conformada por un dominio de 
transactivación N-terminal, una región rica en prolinas, un dominio central de unión 
al ADN, y en el extremo C-terminal presenta un dominio de tetramerización y un 
dominio regulatorio (Adaptado de Bai y Zhu, 2006). 
 
 En condiciones fisiológicas, p53 se encuentra en su forma inactiva en una 

baja concentración en el interior celular. En respuesta a situaciones de estrés, p53 

es activada, lo que conduce a una disminución en su degradación y a una rápida 

acumulación en la célula. Los niveles proteicos de p53 se encuentran controlados 

por la ubiquitin ligasa MDM2 (murine double minute 2), capaz de unirse a p53 para 



                                                                                                                Introducción                                                                                                                                                                                                

39  

 

su degradación y así inhibir su actividad transcripcional. Ante el estrés celular, 

disminuyen las interacciones entre ambas proteínas, reduciendo 

consecuentemente su ubiquitinización y degradación, lo que induce un aumento 

en su nivel de expresión proteico. Al mismo tiempo, el gen que codifica para 

MDM2 se encuentra bajo control transcripcional de p53, pudiendo ser regulado en 

respuesta al estrés celular. Sin embargo, para que p53 funcione apropiadamente, 

las modificaciones post-traduccionales son importantes para su activación, entre 

las que se destacan la fosforilación y la acetilación. Por ejemplo, se ha reportado 

que el tratamiento de cardiomiocitos neonatales con peróxido de hidrógeno resulta 

en apoptosis, que se correlaciona con un aumento en la fosforilación de p53 en el 

residuo serina 15 (Ser15) (Long et al., 2007). Estas modificaciones de p53 

contribuyen a su estabilidad proteica y translocación nuclear para interaccionar 

con secuencias específicas en sus genes blanco. De este modo, la proteína p53 

puede actuar como factor de transcripción. Se ha reportado que esta proteína es 

capaz de regular positivamente o reprimir la transcripción de una gran variedad de 

proteínas involucradas en la apoptosis. En efecto, puede regular la expresión de 

Apaf-1, p66Shc (Bai y Zhu, 2006) y varios miembros de la familia de proteínas Bcl-

2, entre los que se incluyen a Bcl-2 (Haldar et al., 1994; Miyashita et al., 1994), 

PUMA (Nakano et al., 2001), Noxa y Bax (Thornborrow y Manfredi, 2001). 

Además, otros genes target potenciales de p53 son KILLER/DR5, PERP (p53 

apoptosis effector related to PMP-22) y Fas (Attardi et al., 2000; Revisado en El-

Deiry, 1998). En algunas ocasiones el rol de p53 sobre la transcripción de ciertos 

genes es contradictorio. Así, la expresión de MnSOD es regulada positiva y 

negativamente por p53 (Dhar et al., 2010). Es posible que dependiendo del nivel 

de estrés, p53 actúe de manera diferente, activando a la MnSOD como una 

respuesta adaptativa ante niveles moderados de estrés, y reprimiendo su 

transcripción, cuando los niveles de estrés son elevados, conduciendo a la 

apoptosis.  

 Así también, se ha reportado que en ciertos tipos celulares, p53 puede 

ejercer funciones independientes de la transcripción génica, reflejando la 
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capacidad de presentar distintas respuestas según el contexto celular (Attardi et 

al., 1996; Caelles et al., 1994; Haupt et al., 1995; Sabbatini et al., 1995; Wagner et 

al., 1994; Yonish-Rouach, 1996). En este sentido, p53 puede actuar directa o 

indirectamente en la mitocondria, afectando el potencial de membrana 

mitocondrial (Li et al., 1999). 

 La familia Shc está formada por cuatro miembros: ShcA, ShcB, ShcC y 

ShcD, de los cuales ShcA es el mejor caracterizado. Este miembro, conocido 

como Shc, expresa tres isoformas que tienen pesos moleculares de 66, 52 y 46 

kDa y se denominan p66Shc, p52Shc y p46Shc, respectivamente. P66Shc 

presenta la típica organización de los miembros de esta familia de proteínas 

adaptadoras: un dominio N-terminal de unión a fosfotirosina (PTB), un dominio 

central con homología colágeno 1 (CH1) y un dominio C-terminal con homología 

Src (SH2). Además, p52Shc y p66Shc presentan un dominio adicional N-terminal 

de unión al citocromo c (CB), y sólo p66Shc cuenta con un dominio con homología 

colágeno 2 (CH2). Mientras que p46Shc y p52Shc participan en la regulación de la 

proliferación, p66Shc interviene en la apoptosis (Luzi et al., 2000). Experimentos 

con modelos animales knock out para p66Shc demostraron que los dominios CH2 

y CB son los responsables del rol de p66Shc en la apoptosis. 

  Como se mencionó, la proteína p66Shc es un gen blanco de p53 

indispensable para la inducción de apoptosis asociada al estrés oxidativo. Se ha 

evidenciado que las modificaciones post-traduccionales de esta proteína 

contribuyen a su función proapoptótica (Migliaccio et al., 1999). En este sentido, la 

fosforilación de p66Shc en el residuo Ser36 del dominio CH2 se ha relacionado con 

la apoptosis inducida por peróxido de hidrógeno o radiación UV (Migliaccio et al., 

1999) y se ha involucrado en este evento a diversas quinasas, entre las que se 

incluyen a JNK, ERK y PKCβ dependiendo del estímulo apoptótico (Hu et al., 

2005; Le et al., 2001; Pinton et al., 2007; Smith et al., 2005). En su estado 

fosforilado p66Shc puede interaccionar con la proteína 14-3-3, la tirosina fosfatasa 

PTP-PEST y la prolilisomerasa Pin-1 (Faisal et al., 2002; Foschi et al., 2001; 
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Pinton et al., 2007). Se cree que la isomerización de p66Shc mediada por Pin-1 

tendría significancia en la regulación de su transporte a la mitocondria y en la 

activación de la vía intrínseca de la apoptosis (Revisado en Galimov, 2010). Sin 

embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios que asignan una función 

proapoptótica a p66Shc, algunas investigaciones sugieren que esta proteína 

puede presentar efectos antiapoptóticos (Sansone et al., 2007). 

 Los mecanismos que puede implementar p66Shc para incrementar los 

niveles de ROS y ejercer un efecto proapoptótico son: la activación de NADPH 

oxidasas de membrana, la regulación negativa de la expresión de enzimas 

antioxidantes y directamente la generación de ROS en la mitocondria. Por 

ejemplo, se ha reportado la reducción en la expresión de las enzimas GPx y 

MnSOD (Wu et al., 2006) asociada a la regulación negativa de FoxOs mediada por 

p66Shc (Smith et al., 2005). Sin embargo, estos resultados están en desacuerdo 

con los obtenidos por otros grupos que sostienen que p66Shc no afecta los niveles 

de enzimas antioxidantes (Francia et al., 2004; Giorgio et al., 2005; Orsini et al., 

2004). Por otra parte, estudios de localización subcelular de p66Shc muestran que 

un alto porcentaje se encuentra en la mitocondria (Orsini et al., 2004). Otros 

reportan que solo un 10% del p66Shc celular se encuentra en esta organela 

(Nemoto et al., 2006). Estas diferencias descriptas estarían relacionadas con los 

distintos estímulos inductores de la apoptosis intervinientes en cada uno de los 

estudios y los distintos tipos celulares. El mecanismo que interviene en el 

transporte de esta proteína a la mitocondria no está aún totalmente esclarecido. 

Se ha demostrado que p66Shc podría asociarse en esta organela con complejos 

proteicos compuestos por la proteína de shock térmico 70 (HSP70) y las 

subunidades TIM y TOM de la maquinaria de importación mitocondrial que 

mediarían el transporte hacia esta organela (Orsini et al., 2006). Por otro lado, 

p66Shc al translocar a la mitocondria podría regular al MPTP, induciendo su 

apertura sostenida en el tiempo para promover la apoptosis (Almeida et al., 2010). 
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1.4.4. Miembros de la clase O de la familia Forkhead 

 La subfamilia Forkhead box O (FoxO) de factores de transcripción se 

encuentra conservada desde Caenorhabditis elegans hasta los mamíferos, donde 

se han encontrado cuatro miembros: FoxO1 (FKHR), FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 

(AFX) y FoxO6. Todos los FoxOs actúan como potentes activadores a nivel 

transcripcional mediante su unión a motivos consenso conservados TTGTTTAC 

(Furuyama et al., 2000; Xuan y Zhang, 2005) presentes en los promotores de sus 

genes blanco. 

 Su principal función es actuar como reguladores de la homeostasis, 

particularmente en respuesta a situaciones de estrés. Es así como se los ha 

involucrado en la reparación celular, la detoxificación de ROS y la apoptosis, entre 

otras (Brunet et al., 1999; Dijkers et al., 2000; Kops et al., 2002; Lee et al., 2003; 

Mammucari et al., 2007; Medema et al., 2000; Murphy et al., 2003; Nemoto y 

Finkel, 2002; Tran et al., 2002; Zhao et al., 2007). Debido a que las funciones que 

ejercen son muy diversas y en ciertas ocasiones son antagónicas, es probable que 

la actividad de estos factores de transcripción sea regulada diferencialmente en 

los distintos tejidos en respuesta a diferentes tipos o intensidades de los 

estímulos. Posiblemente, entonces, bajo condiciones leves de estrés, los FoxOs 

activen genes de resistencia al estrés, mientras que al aumentar la intensidad del 

estímulo, estos activen genes proapoptóticos. Además, estos factores podrían 

regular diferentes genes en distintos tipos celulares, por ejemplo, causando 

apoptosis en algunas células y promoviendo la supervivencia en otras.  

 En respuesta a una gran variedad de estímulos, entre los que se incluye al 

estrés oxidativo, los FoxOs pueden sufrir cambios en su nivel de expresión 

proteico, su localización subcelular, su unión al ADN y su actividad transcripcional. 

Además, estos factores de transcripción pueden sufrir modificaciones post-

traduccionales tales como fosforilación, metilación, acetilación y ubiquitinización 

(Eijkelenboom y Burgering, 2013).  
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 Aunque, como se describió anteriormente, los FoxOs pueden ser regulados 

de diversas maneras en respuesta a estímulos externos, un mecanismo muy 

importante lo constituye el cambio en su localización subcelular. Los miembros de 

esta familia son regulados negativamente por la vía de señalización PI3K/Akt. La 

fosforilación de estos factores mediada por Akt induce el secuestro de los FoxOs 

en el citosol, previniendo que estos factores puedan activar a sus genes blanco 

(Biggs et al., 1999; Brunet et al., 1999). En particular, la fosforilación del FoxO3a 

en los sitios treonina 32 (Thr32) y serina 253 (Ser253) crea sitios de unión para la 

proteína 14-3-3 (Brunet et al., 1999; Obsilova et al., 2005; Rinner et al., 2007). 14-

3-3 al unirse al FoxO en el núcleo probablemente induzca un cambio 

conformacional que resulta en la exposición de una secuencia de exportación 

nuclear y así permite que este factor sea exportado al citosol (Brunet et al., 2002). 

Al mismo tiempo, 14-3-3 previene la relocalización del FoxO en el núcleo y su 

unión al ADN para regular la expresión génica (Obsilova et al., 2005). Los cambios 

en la localización subcelular hasta aquí descriptos indican que existe un pool de 

FoxOs fosforilados e inactivos en el citosol, a la espera de ser activados. Las 

proteínas fosfatasas responsables de la defosforilación de estos factores no han 

sido totalmente caracterizadas. Así también, se ha evidenciado que en respuesta 

al estrés oxidativo, se induce la relocalización de los FoxOs en el núcleo (Brunet et 

al., 2004; Frescas et al., 2005; Kitamura et al., 2005). La necesidad de responder 

rápidamente a una injuria por estrés oxidativo explicaría la posibilidad de los 

FoxOs de ingresar en el núcleo, aún en su estado fosforilado, sobrepasando el 

requerimiento de su defosforilación (Calnan y Brunet, 2008). Así también, se ha 

evidenciado que ERK y la ubiquitina ligasa MDM2 pueden regular en forma 

conjunta a FoxO3a (Yang et al., 2008). Inicialmente, se estableció que ERK 

regulaba a MDM2 a nivel transcripcional (Ries et al., 2000) y, posteriormente, que 

esta MAPK mediante la fosforilación de FoxO3a afectaba la actividad de MDM2. 

Esta modificación post-traduccional que sufre FoxO3a  induce su asociación con 

MDM2 (Yang et al., 2008). Se ha postulado que la modificación del factor FoxO3a 

mediada por ERK provocaría un cambio conformacional que dejaría al descubierto 
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sitios de reconocimiento de MDM2. Otros han hipotetizado que FoxO3a expresaría 

constitutivamente señales para promover su ubiquitinización, pero la fosforilación 

mediada por ERK sería necesaria para que FoxO3a y MDM2 se aproximen para 

su asociación en un complejo. En consecuencia, este cambio induciría un 

aumento en la degradación de FoxO3a, impidiendo que pueda ejercer su acción. 

En contraste con la actividad inhibitoria de estas quinasas, la acción de JNK sobre 

FoxO3a es controvertida. Si bien se han sugerido potenciales sitios de 

fosforilación mediada por JNK en el extremo C-terminal de FoxO3a, que 

resultarían en la pérdida de la regulación negativa de Akt, inducirían su 

localización nuclear y aumentarían su actividad transcripcional, hasta el momento 

no han sido totalmente reconocidos  tales sitios en esta proteína (Sunters et al., 

2006). Asimismo, algunos estudios han evidenciado que JNK, actuando de 

manera indirecta, induce la fosforilación de 14-3-3 y la subsiguiente liberación de 

este factor, para su importación nuclear (Sunayama et al., 2005), mientras que 

otros han reportado que JNK indirectamente a través de p66Shc, estimula la 

fosforilación de FoxO3a (Chahdi y Sorokin, 2008; Guo et al., 2009; Nemoto y 

Finkel, 2002). Por otro lado, se ha reportado que FoxO4 puede ser fosforilado en 

los residuos Thr451 y Thr447 por JNK, induciendo su relocalización desde el citosol 

al interior nuclear (Essers et al., 2004; Oh et al., 2005).  

 En contraposición a los cambios en la localización subcelular que son 

rápidamente reversibles, los asociados a la expresión proteica son más 

permanentes, por lo que tendrían un impacto más profundo en las funciones de los 

FoxOs.  

1.5. Estrés oxidativo, envejecimiento y sarcopenia 

 Actualmente, se encuentra bien establecido que el estrés oxidativo cumple 

un rol muy importante en el proceso de envejecimiento, y especialmente en 

aquellos tejidos en los que la generación de ROS es más pronunciada, como 

sucede en el músculo esquelético. 
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 La principal función de este tejido es producir la fuerza necesaria para la 

generación del movimiento del cuerpo. Debido a que la fuerza muscular depende 

de la masa muscular esquelética, esta última representa un determinante 

fundamental para un adecuado funcionamiento de este tejido. Aún en personas de 

edad avanzada sanas, se observa una disminución progresiva en la masa 

muscular, que conduce a una pérdida de la fuerza muscular y, finalmente, a una 

funcionalidad disminuída. La pérdida de la masa y función muscular que se 

presenta durante el envejecimiento se conoce como sarcopenia. Este término fue 

utilizado por primera vez por Rosenberg (1989) en un intento de asignarle mayor 

importancia clínica a la disminución progresiva del tejido muscular en el 

envejecimiento, no asociado a ninguna enfermedad específica, para así poder 

diferenciarla de la caquexia y/o la pérdida de masa muscular que se presenta en 

distintas patologías. 

 Está aceptado que la sarcopenia es una entidad compleja y multifactorial. 

Los mecanismos moleculares que subyacen a este proceso observado en la vejez 

no se han dilucidado totalmente, sin embargo se han propuesto varias hipótesis. 

Una de ellas sostiene que la acumulación de ROS podría contribuir al 

establecimiento de esta entidad en la edad avanzada. Además, se ha evidenciado 

que la apoptosis se incrementa significativamente en el músculo con la edad, 

pudiendo contribuir al establecimiento de la sarcopenia (Dirks y Leeuwenburgh, 

2005; Marzetti y Leeuwenburgh, 2006). Se ha sugerido que la disminución en el 

número de células satélites contribuiría a la pérdida de masa muscular observada 

en este período de la vida (Jejurikar y Kuzon, 2003). En efecto, estas células 

satélites son esenciales para el normal crecimiento, reparación y regeneración de 

las fibras musculares adultas ya diferenciadas, conformando la única fuente de 

generación de nuevo músculo en el organismo en respuesta a la injuria. De 

importancia, uno de los mecanismos implicados en la disminución del número de 

células satélites durante la vejez, es la apoptosis (Jejurikar et al., 2006). 
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 Si bien se ha establecido que la disminución del nivel de E2 que se presenta 

durante el envejecimiento se encuentra en estrecha relación con el desarrollo de la 

sarcopenia, aún no se han esclarecido totalmente los mecanismos moleculares 

activados por la hormona que promueven la supervivencia celular en las células 

satélites del músculo esquelético.  
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Hipótesis 

 En los últimos años se ha descripto el rol del E2 en varios tejidos no 

asociados a la reproducción (Aguirre y Baudry, 2009; Kulkarni, 2009) como 

consecuencia del hallazgo de receptores de la hormona en los mismos. Además, 

se ha sugerido un potencial efecto protector de la hormona en muchos de estos 

tejidos.  

 Si bien ha sido descripta la presencia de receptores para E2 en músculo 

esquelético, en sus dos subtipos: α y β, el mecanismo molecular activado por la 

hormona y el rol fisiológico de la misma en este tejido no han sido totalmente 

dilucidados. 

 En este laboratorio, utilizando la línea celular de músculo esquelético 

murino C2C12 se demostró que, sumado a la localización citosólica-nuclear, los 

ER se encuentran asociados a mitocondria y fracción microsomal (Milanesi et al., 

2008). El hecho de que la mitocondria tenga un papel central en la apoptosis 

condujo a imaginar un rol regulatorio de la hormona sobre dicho proceso. La 

apoptosis es un proceso activo en el músculo esquelético normal durante el 

ejercicio intenso, la denervación muscular, y en patologías como la distrofia 

muscular. Estas patologías suelen relacionarse con acumulación de mitocondrias 

defectuosas (Wanagat et al., 2001) o con disminución de la capacidad oxidativa 

del músculo esquelético por disfunción mitocondrial (Discutido en Vasconsuelo et 

al., 2013). Asimismo, varias patologías observadas durante el envejecimiento se 

asocian a disfunción mitocondrial (Wallace, 2005). Estas evidencias, sumado al rol 

protector que se ha demostrado de la hormona sobre la mitocondria (Borrás et al., 

2010), avalan que un desbalance hormonal, como ocurre en la vejez, desregularía 

la apoptosis. Estos conceptos son de importancia como base de estudios para 

revelar el mecanismo molecular de la sarcopenia y de otras miopatías asociadas a 

desbalance hormonal (Kamel et al., 2002).  
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 Hasta el presente, no existe información de los mecanismos moleculares 

que subyacen en las miopatías asociadas a desregulación de la apoptosis y 

niveles hormonales. Por ello, de acuerdo a estos antecedentes, se planteó en esta 

tesis que el E2 ejercería un rol protector resultando en supervivencia celular frente 

a las cascadas activadas por el agente inductor de apoptosis H2O2, en células de 

músculo esquelético, focalizando en la protección de las funciones mitocondriales. 

Objetivo general 

 Investigar el rol del E2 sobre las cascadas de señalización activadas por el 

agente inductor de apoptosis H2O2 en células musculares esqueléticas, 

caracterizando los mecanismos moleculares involucrados y enfatizando en el rol 

del esteroide en la modulación de funciones mitocondriales. 

Objetivos específicos 

 Utilizando a la línea celular de músculo esquelético murino C2C12 y como 

agente inductor de apoptosis al H2O2, se plantearon los siguientes objetivos 

específicos: 

 Evaluar la respuesta mitocondrial a la hormona E2, estudiando la función del 

poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (MPTP) y el potencial de 

membrana mitocondrial (∆Ψm). 

 

 Evaluar el efecto del E2 sobre las enzimas antioxidantes: manganeso 

superóxido dismutasa (MnSOD), glutatión peroxidasa (GPx) y catalasa 

(CAT). 

 Evaluar el rol de p66Shc, p53 y miembros de la familia de los factores de 

transcripción Forkhead box class O (FoxOs) en la apoptosis inducida por 

H2O2 y su regulación por E2. 
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 Evaluar el rol de las Jun N-terminal quinasas (JNKs) y de distintas 

isoformas de PKC en la apoptosis inducida por H2O2 y su regulación por E2. 

 Evaluar la modulación de la expresión génica mediada por E2 de 

componentes de las cascadas apoptóticas activadas. 
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3.1. Modelo experimental 

El sistema experimental utilizado para el desarrollo de esta tesis fue la línea 

celular C2C12 obtenida de la American Type Culture Collection (Manassas, VA). 

Estas células son mioblastos murinos que derivan de células satélites, son un 

subclon de los mioblastos C2 y su comportamiento se corresponde con el del 

linaje progenitor (Burattini et al., 2004; Yaffe y Saxel, 1977). Las células C2C12 en 

estado proliferativo son equivalentes a las células satélites que rodean a las fibras 

musculares y son reservorio de células indiferenciadas, que intervienen en la 

regeneración del tejido muscular (Yoshida et al., 1998). Estas células expuestas al 

agente apoptótico H2O2 presentan un fenotipo comparable al del envejecimiento 

muscular, siendo entonces una herramienta útil para estudiar los mecanismos 

moleculares que intervienen en las miopatías asociadas al envejecimiento tal 

como la sarcopenia (Discutido en La Colla et al., 2015). Así también, estas células 

expresan receptores estrogénicos (ER) en localizaciones clásicas (citosol-núcleo) 

y no clásicas (mitocondria-fracción microsomal) (Milanesi et al., 2008). Por lo 

expuesto, la línea celular C2C12 constituye un adecuado modelo experimental 

para cumplir con los objetivos planteados en el presente trabajo.  

3.2. Materiales 

 Los reactivos utilizados se detallan en la siguiente tabla: 

Reactivo Empresa proveedora 

Full-Range Rainbow Molecular Weight 
marker 

Amersham (UK) 

Superoxide Dismutase Assay Kit II 

Inhibidor LY294002 
Calbiochem (San Diego, CA, USA) 

Glutathione Peroxidase Assay Kit Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) 

Queleritrina Alomone (Jerusalem, Israel) 

High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit 

Applied Biosystems Inc., CA, USA 
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JC-1 mitochondrial transmembrane 
potential detection kit 

Becton-Dickinson Biosciences (San 
Jose, CA, USA) 

KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master 
Mix Universal 

Biosystems (Boston, Massachusetts, 
USA) 

Inhibidor SP600125 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

MitoTracker Red (MitoTracker Red 
CMXRos) 
Calceína acetoximetiléster 
Tetrametilrodamina metil éster 
Mitotracker Green 

Molecular Probes (Eugene, OR, USA) 

Western Lightning Plus-ECL Enhanced 
Chemiluminescence Substrate 

Perkin-Elmer, Inc (Waltham, MA, USA) 

Pep Tag “non-radiactive PKC assay kit 
Ester de forbol 12-miristato 13-acetato 
 

Promega Corporation (Madison, USA) 

High Pure RNA Isolation Kit Roche (Mannheim, Germany) 

17β-estradiol 
Fulvestrant (ICI 182780) 
Inhibidor PD98059 
MPP 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 
USA) 

Tabla M1. Reactivos utilizados. 

 Los anticuerpos utilizados se detallan en la siguiente tabla: 

Anticuerpo Empresa proveedora 

Anticuerpo anti-COX  IV Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-VDAC Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-SOD2 Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 

Anticuerpo anti-β-tubulina Thermo Fisher Scientific, Inc. 
(Rockford, IL, USA) 

Anticuerpo anti-Bax Thermo Fisher Scientific, Inc. 
(Rockford, IL, USA) 
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Anticuerpo anti-p-PKCδ Y311 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-PKCδ Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-JNK Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 

Anticuerpo anti-JNK Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 

Anticuerpo anti-p-p66Shc Ser36 Abcam (Cambridge, MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-p53 Ser15 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-PKD/PKCµ Ser916 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-PKD/PKCµ Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-PKC α/βII Thr638/641 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-PKC θ Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-FoxO3a Ser253 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-FoxO4 Thr447/451 Abcam (Cambridge, MA, USA) 

Anticuerpo anti-p-Akt Ser473 Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-Akt Cell Signalling Technology (Beverly, 
MA, USA) 

Anticuerpo anti-GPx3 Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 

Anticuerpo anti-lamin B Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 

Anticuerpo anti-actina Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 
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Anticuerpo anti-conejo conjugado al 
fluoróforo Alexa Fluor 488 

Molecular Probes (Eugene, OR, USA) 

Anticuerpo anti-ratón conjugado al 
fluoróforo Cy2  

Molecular Probes (Eugene, OR, USA) 

Anticuerpo anti-conejo acoplado a 
HRP 

Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 

Anticuerpo anti-ratón acoplado a 
HRP 

Santa Cruz Biotechnology, Inc 
(California, USA) 
 

Tabla M2. Anticuerpos utilzados. 

3.3. Métodos 

3.3.1. Cultivo celular 

 Las células pertenecientes a la línea celular C2C12 de músculo esquelético 

murino se cultivaron en frascos de poliestireno de 75 cm2 con medio Dulbecco´s 

Modified Eagle´s Medium (DMEM) sin rojo fenol, suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (SFB) inactivado (30 min, 56°C), 2% de antibióticos (penicilina, 

estreptomicina) y 1% de antimicótico (nistatina) a 37C, bajo atmósfera 

humidificada de 95% aire/5% CO2. La ausencia del indicador rojo fenol en el 

medio de cultivo se debe a su comprobada actividad estrogénica (Welshons et al., 

1988). Para su adecuado crecimiento, el recambio con medio fresco con SFB se 

realizó cada 48 hs.  

 Para la realización de los experimentos, se emplearon células en cultivo en 

placas de Petri con un 70-80 % (120000 cells/cm2)  o 50 % de confluencia, según 

los requerimientos de cada ensayo. Para los ensayos de inmunocitoquímica, las 

células se cultivaron sobre cubreobjetos de vidrio, bajo las mismas condiciones 

descriptas previamente.  

3.3.2. Tratamientos  

 Antes de iniciar los experimentos, las células fueron incubadas en medio 

DMEM sin SFB durante 30 minutos. La ausencia de suero conduce a la  

sincronización celular en un estado basal, evitando que se activen vías 
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proliferativas como consecuencia de la acción de factores estimulantes, ajenos al 

tratamiento, que puedan enmascarar o interfieran en los efectos específicos del 

tratamiento adicionado.  

 Luego de este período, las células fueron expuestas a los siguientes 

tratamientos, que se realizaron con medio DMEM sin SFB, según lo especificado 

en cada experimento:  

Condición Abreviatura Descripción 

Control C Tratamiento con el vehículo de la 

hormona: isopropanol (0,001%) o con 

DMEM sin suero, según corresponda 

17β-estradiol E2 Incubación con 17β-estradiol (10-8 M) 

durante el tiempo especificado en cada 

ensayo 

Peróxido de 

hidrógeno 

H2O2 Incubación con peróxido de hidrógeno 

(0,5 mM) durante el tiempo especificado 

en cada ensayo 

17β-estradiol + 

peróxido de 

hidrógeno 

E2 + H2O2 Tratamiento con 17β-estradiol (10-8 M, 

1h) antes del agregado de peróxido de 

hidrógeno (0,5 mM) 

17β-estradiol + MPP E2 + MPP Tratamiento con MPP (100 nM, 1h) 

antes del agregado de 17β-estradiol (10-

8 M) durante el tiempo especificado en 

cada ensayo 

17β-estradiol + 

peróxido de 

hidrógeno + 

E2 + H2O2  + 

F 

Tratamiento con Fulvestrant (1 μM, 1h) 

antes de la adición de 17β-estradiol (10-8 

M), seguido por la incubación con 
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Fulvestrant peróxido de hidrógeno (0,5 mM) 

17β-estradiol + 

peróxido de 

hidrógeno + MPP 

E2 + H2O2  + 

MPP 

Tratamiento con MPP (100 nM, 1h) 

antes de la adición de 17β-estradiol (10-8 

M), seguido por la incubación con 

peróxido de hidrógeno (0,5 mM) 

Inhibidor SP 600125 + 

peróxido de 

hidrógeno 

SP+ H2O2 Tratamiento con el inhibidor SP600125 

(10 μM, 1h) antes de la incubación con 

peróxido de hidrógeno (0,5 mM) 

Queleritrina + 

peróxido de 

hidrógeno 

Q + H2O2 Tratamiento con el inhibidor queleritrina 

(2 µM, 1h) antes de la incubación con 

peróxido de hidrógeno (0,5 mM) 

Éster de forbol 12-

miristato 13-acetato + 

peróxido de 

hidrógeno 

PMA 48hs + 

H2O2 

Tratamiento con éster de forbol 12-

miristato 13-acetato (10 µM, 48h) previo 

a la adición de peróxido de hidrógeno 

(0,5 mM) 

Éster de forbol 12-

miristato 13-acetato 

PMA Tratamiento con éster de forbol 12-

miristato 13-acetato (1 µM, 1h) 

 

Inhibidor LY294002 + 

peróxido de 

hidrógeno 

LY + H2O2 Tratamiento con el inhibidor LY294002 

(25 µM, 1h) antes de la incubación con 

peróxido de hidrógeno (0,5 mM) 

Inhibidor PD 98059 + 

peróxido de 

hidrógeno 

PD + H2O2 Tratamiento con el inhibidor PD98059 

(10 µM, 1h) antes de la incubación con 

peróxido de hidrógeno (0,5 mM) 

Tabla M3. Tratamientos realizados. 
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3.3.3. Cuantificación de proteínas totales  

 La determinación de proteínas se realizó de acuerdo a la metodología 

establecida por Bradford (1976). Esta técnica se basa en la unión del colorante 

Comassie Brilliant Blue G-250 a las proteínas, lo que conduce a un cambio en el 

máximo de absorción del colorante desde 465 nm a 595 nm y es este aumento en 

la absorción a 595 nm el que es monitoreado.  

 El reactivo utilizado para la cuantificación proteica se compone de  

Comassie Brilliant Blue G-250 0,01%, etanol 4,7% y ácido fosfórico 8,5%. Al inicio, 

se preparó una curva de calibrado empleando como proteína patrón a la 

seroalbúmina bovina (BSA) (1mg/ml), graficando A595 nm vs g de proteína en cada 

estándar. La concentración proteica en las muestras incógnitas se calculó 

extrapolando la absorbancia obtenida a 595 nm en la curva estándar. Para ello, 

alícuotas por duplicado de las muestras se incubaron durante 5 minutos en 

presencia de 2,5 mL del reactivo de Bradford. Para las lecturas se utilizó un 

espectrofotómetro Thermo Spectronic. 

3.3.4. Fraccionamiento subcelular 

 Luego de los correspondientes tratamientos, las células cultivadas en 

placas de Petri fueron removidas manualmente y homogeneizadas con 

homogeneizador de vidrio a 4 ºC con buffer TES compuesto por Tris-HCl  50 mM 

(pH 7,4), sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM y conteniendo DTT 2 mM, inhibidores de 

proteasas: PMSF 2 mM, leupeptina 42 µM y aprotinina 15 µM, e inhibidores de 

fosfatasas Na2VO4 0,1 mM y NaF 1 mM. Las fracciones subcelulares se aislaron 

por centrifugación diferencial a 4°C en una centrífuga (Sorvall RC-5B Refrigerated 

Superspeed centrifuge). La primera centrifugación se realizó a 100 xg durante 5 

minutos para sedimentar y eliminar los restos celulares. Luego, se obtuvo el pellet 

nuclear por centrifugación a 800 xg durante 20 min (fracción enriquecida en 

núcleos (N)). El sobrenadante fue centrifugado a 10.000 xg durante 30 min para 

sedimentar las mitocondrias (fracción enriquecida en mitocondrias (MIT)). El 
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sobrenadante postmitocondrial se centrifugó a 120.000 xg durante 90 min para 

aislar el citosol (fracción soluble) y los microsomas (fracción particulada). Los 

pellets obtenidos fueron resuspendidos en el mismo buffer TES utilizado 

inicialmente. Se realizaron, asimismo, lavados de cada una de las fracciones 

obtenidas con dicho buffer para aumentar la pureza de las mismas. La pureza de 

las mismas se constató mediante SDS-PAGE con marcadores específicos de cada 

fracción, utilizándose anti-laminina B para determinar la presencia de núcleos y 

anti-citocromo C oxidasa IV o anti-VDAC para determinar la presencia de 

mitocondrias. 

3.3.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida, electrotransferencia e 

inmunodetección (Western blotting) 

 Luego de los diferentes tratamientos, las células cultivadas en placas de 

Petri fueron removidas manualmente y homogeneizadas con homogenizador de 

vidrio a 4 ºC con un buffer de lisis compuesto por Tris-HCl (pH 7,4) 100 mM, EDTA 

2 mM, Tritón X-100 2 %  y conteniendo DTT 2 mM, inhibidores de proteasas: 

PMSF 2 mM, leupeptina 42 µM y aprotinina 15 µM, e inhibidores de fosfatasas: 

Na2VO4 0,1 mM y NaF 1 mM. Las muestras homogeneizadas (25-30 µg) se 

mezclaron con buffer de muestra (Tris-HCl 125 mM pH 6,8, SDS 4 %,  -

mercaptoetanol 10 %, glicerol 20 %, azul de bromofenol 20 g/ml) y se calentaron 

a 100C durante 5 min. Luego, estas se separaron por electroforesis en geles de 

SDS-poliacrilamida discontinuos (gel de apilamiento: 4%; gel de separación: 10-

12%) según Laemmli (1970). La corrida se efectuó a un voltaje constante de 100 

V, empleando buffer de corrida (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 195 mM, SDS 

0,1%). Junto con las muestras, se utilizó un marcador de peso molecular 

coloreado para determinar la migración relativa de las proteínas desconocidas. 

Una vez terminada la separación electroforética, las muestras fueron transferidas 

a membranas de Immobilon P (PVDF: polivinil-difluoruro; Millipore 0,45 m) 

durante 2h a un amperaje constante de 200 mA en presencia de buffer Towbin de 

transferencia (Tris 0,25 M pH 8,3, glicina 0,192 M, metanol 20%) (Towbin et al., 
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1979). Luego, las membranas se incubaron con la solución de bloqueo durante 60 

min a temperatura ambiente, en agitación (buffer PBS-T: Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 

200 mM, Tween 20 0,1% v/v, con leche en polvo descremada 5%). 

Posteriormente, se realizaron lavados con PBS-T e incubaron durante toda la 

noche a 4ºC con anticuerpos dirigidos contra diferentes proteínas, preparados en 

buffer PBS-T conteniendo BSA 1%. Luego, las membranas se lavaron 

nuevamente con PBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario 

correspondiente conjugado con peroxidasa de rábano durante 1 h a temperatura 

ambiente, en agitación. Finalmente, las membranas se lavaron con PBS-T y 

fueron reveladas con un reactivo quimioluminiscente Western Lightning Plus-ECL 

Enhanced Chemiluminiscence Substrate (Perkin Elmer) para luego ser expuestas 

a films Kodak X-OMAT. La cuantificación de las bandas obtenidas se efectuó 

mediante la utilización del programa ImageJ. 

 Cuando fue necesario, las membranas fueron oportunamente reutilizadas. 

Para ello, estas se lavaron con buffer stripping (Tris-HCl pH 6,7 62,5 mM, SDS 

2%, β-mercaptoetanol 50 mM) durante 30 min a 55°C, en agitación constante. A 

continuación, se efectuaron lavados con buffer PBS-T 1% (Tris 50 mM pH 7,4, 

NaCl 200 mM, Tween 20 1% v/v). De esta forma, las membranas pudieron ser 

nuevamente bloqueadas y utilizadas para la incubación con los anticuerpos 

primarios correspondientes. 

3.3.6. Inmunocitoquímica 

 Las células cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio contenidos en placas de 

Petri recibieron los distintos tratamientos, y fueron incubadas con el colorante 

mitocondrial MitoTracker Red (1 μM, 30 min, 37°C, protegido de la luz), cuando 

correspondiese.  Este compuesto es  un colorante catiónico lipofílico fluorescente. 

El potencial negativo de la mitocondria permite que el colorante ingrese en la 

organela  y una vez en el interior mitocondrial, este forma uniones covalentes 

estables con las proteínas mitocondriales, marcando específicamente a la 

organela. Se utilizó un buffer PBS (pH 7,4), compuesto por NaCl 8 g/l, KCl 0,2 g/l, 
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KH2PO4 0,24 g/l y Na2HPO4 1,44 g/l, para efectuar los correspondientes lavados, y 

metanol puro (20 min, -20°C) para la fijación y permeabilización celular. Luego, se 

realizaron nuevamente lavados con el buffer PBS para eliminar restos de metanol. 

Los sitios de ligado no específicos fueron bloqueados incubando los portaobjetos 

con buffer PBS conteniendo BSA 5% durante 60 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las células se incubaron con los anticuerpos primarios apropiados 

durante toda la noche (4°C). Luego de los correspondientes lavados con buffer 

PBS, se procedió a la incubación con los anticuerpos secundarios conjugados a 

fluoróforos. Finalmente, los preparados fueron analizados bajo un microscopio de 

fluorescencia convencional acoplado a una cámara digital (NIKON Eclipse Ti-S, 

objetivos: 20x, 40x y 60x) y/o un microscopio confocal (Leica TCS SP2 AOBS, 

objetivo: 63x). La especificidad de cada una las tinciones fue demostrada 

mediante la realización de controles en los que no se observó fluorescencia 

cuando los anticuerpos secundarios fueron adicionados en ausencia de los 

correpondientes anticuerpos primarios. Como mínimo, 10 campos por condición 

de tres experimentos independientes fueron examinados. 

3.3.7. Determinación de la actividad PKC  

La actividad PKC se determinó utilizando el kit no radioactivo PepTag Assay 

(Promega), siguiendo las especificaciones del fabricante. Brevemente, en este 

ensayo se utiliza como sustrato un péptido altamente específico para la PKC, que 

se encuentra conjugado con una molécula fluorescente que le imparte un color 

rosa brillante. La fosforilación de este sustrato mediada por PKC altera la carga 

neta del mismo desde +1 a -1. Esto permite diferenciar las versiones fosforiladas y 

no fosforiladas del péptido bajo la acción de un campo eléctrico, ya que las 

especies fosforiladas migran al polo positivo, mientras que las no fosforiladas lo 

hacen al polo negativo. Luego de los diferentes tratamientos, las células fueron 

lavadas con buffer PBS (pH 7,4) y homogeneizadas con un buffer de extracción 

compuesto por Tris-HCl 25 mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, Tritón X-100 0,05 

% v/v, β-mercaptoetanol 10 mM y los inhibidores: leupeptina 1 µg/ml, aprotinina 1 
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µg/ml y PMSF 150 mM. Los lisados proteicos obtenidos se centrifugaron durante 5 

min a 14000xg a 4°C, descartándose los pellets y guardando los sobrenadantes. 

La mezcla de reacción estuvo compuesta por 5 l del buffer de reacción 5x (Hepes 

100 mM pH 7,4, CaCl2 6,5 mM, DTT 5 mM, MgCl2  50 mM, ATP 5 mM), 5 l del 

sustrato C1 (0,4 g/l), 5 l de la solución activadora 5x previamente sonicada 

(Fosfatidilserina (PS), 1mg/ml) y 1 µl de la solución protectora del péptido. Esta 

mezcla fue atemperada en baño de agua a 30°C durante 2 minutos y luego se le 

agregaron 10 l del sobrenadante celular. La reacción (30 min, 30 C) se realizó 

en presencia de activadores específicos de PKC y se detuvo colocando los tubos 

en un bloque térmico a 95°C durante 10 min. Luego las muestras se sembraron en 

un gel de agarosa al 1% y se realizó una corrida electroforética con buffer Tris-HCl 

(pH  8, 50 mM) a 100V durante 15 minutos. Una vez finalizada la electroforesis, el 

gel fue removido y fotografiado bajo una luz UV.  

3.3.8. Determinación de la actividad Catalasa (CAT) 

 La actividad catalasa se determinó según el método descripto por Aebi 

(1984) en el que la tasa de disminución del H2O2 debida a la acción de esta 

enzima es monitoreada a una longitud de onda de 240 nm, a 25ºC durante 2 

minutos (Figura M1). 

 
Figura M1. Determinación de actividad CAT. 

La tasa de disminución del sustrato H2O2 por acción de la catalasa es monitoreada 
a 240 nm a temperatura ambiente (25°C). 
 

 Luego de los diferentes tratamientos, las células cultivadas en placas de 

Petri fueron lavadas con buffer PBS (3 veces), removidas manualmente y 

centrifugadas a 200xg durante 5 min, a 4°C. Los pellets obtenidos fueron 

resuspendidos en buffer PB (pH 7,8), compuesto por KH2PO4 6,80 g/l y K2HPO4  
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 8,71 g/l, y sonicados durante 2 min. Las lecturas espectrofotométricas se 

realizaron en una mezcla de reacción compuesta por el buffer PB pH 7,8, H2O2 30 

mM y el lisado celular. La tasa de descomposición del  H2O2 fue seguida mediante 

el monitoreo de la disminución de la absorbancia a 240 nm durante 2 min. La 

actividad de esta enzima se expresó como los mmoles de H2O2 consumidos por 

minuto por mg de proteína. La fórmula utilizada fue: (∆A240 nm (1 minuto) x Vt) / (Vm 

x E x mg proteína), donde Vt y Vm corresponden al volumen total de la reacción y 

al volumen de la muestra, respectivamente, y E es el coeficiente de extinción del 

H2O2. La cuantificación de proteínas se realizó mediante la técnica de Bradford 

anteriormente descripta. 

3.3.9. Determinación de la actividad Manganeso Superóxido Dismutasa 

(MnSOD) 

 La actividad manganeso superóxido dismutasa se determinó utilizando el kit 

comercial Superoxide Dismutase Assay Kit II, siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Brevemente, este kit utiliza la sal de tetrazolio para la detección de los 

radicales superóxido generados por la xantina oxidasa (XO) y la hipoxantina 

(Figura M2). Las células, luego de los distintos tratamientos, fueron lisadas y 

homogeneizadas con un buffer HEPES 20 mM compuesto por EGTA 1 mM, 

manitol 210 mM y  sacarosa 70 mM. Mediante  centrifugación diferencial se 

obtuvieron las fracciones mitocondriales, siguiendo el protocolo anteriormente 

descripto, que fueron resuspendidas en este mismo buffer a 4°C. La mezcla de 

reacción, compuesta por el pellet mitocondrial y la sal de tetrazolio, fue incubada a 

temperatura ambiente durante 20 minutos y la lectura espectrofotométrica se 

efectuó a 450 nm utilizando un lector de placas. Una unidad de SOD se definió 

como la cantidad de enzima necesaria para conseguir dismutar un 50% del radical 

superóxido. 
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Figura M2. Determinación de la actividad SOD. 
Los radicales superóxido generados por la acción de la enzima xantina oxidasa 
(XO) sobre la hipoxantina son, a su vez, utilizados para la reducción de la sal de 
tetrazolio. La presencia de actividad SOD reduce la tasa de obtención de la sal de 
tetrazolio reducida que es monitoreada a 450 nm a temperatura ambiente (25°C). 

3.3.10. Determinación de la actividad Glutatión Peroxidasa (GPx) 

 La actividad de la enzima glutatión peroxidasa se determinó utilizando el kit 

comercial Glutathione Peroxidase Assay Kit siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Brevemente, en este kit se determina la actividad de esta enzima en 

forma indirecta al acoplar su reacción a la de la enzima glutatión reductasa (GR). 

El glutatión oxidado (GSSG), producido luego de la reducción del hidroperóxido 

por la glutatión peroxidasa (GPx), es reciclado a su forma reducida por la enzima 

GR y la presencia de NADPH. La oxidación de este compuesto a NADP+ está 

acompañada por una disminución de la absorbancia a 340 nm (Figura M3). 

Entonces, en aquellas condiciones que la actividad de la GPx es el paso limitante, 

la tasa de disminución en la A340 nm es directamente proporcional a la actividad de 

la GPx en la muestra. 

 Las células, luego de los diferentes tratamientos, fueron colectadas 

manualmente y centrifugadas a 1000xg durante 10 min a 4°C. Posteriormente, los 

pellets obtenidos fueron homogeneizados con un buffer compuesto por Tris-HCl 

50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM, DTT 1mM a 4°C, y nuevamente, centrifugados a 
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10000xg durante 15 min a 4°C. Estos pellets fueron utilizados para el ensayo. La 

mezcla de reacción estaba compuesta por el buffer del ensayo (Tris-HCl 50 mM 

pH 7,6, EDTA 5 mM), el co-sustrato (NADPH, GR y glutatión (GSH)) y el pellet 

celular. La reacción se inició por el agregado del hidroperóxido de cumeno 

(ROOH). Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 340 nm durante 5 min. 

Una unidad de GPx se definió como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 

nmol de NADPH a NADP+ por minuto a 25°C. La fórmula utilizada fue: (∆A340 nm (1 

minuto) x Vt) / (Vm x E x mg proteína), donde Vt y Vm corresponden al volumen 

total de la reacción y al volumen de la muestra, respectivamente, y E es el 

coeficiente de extinción del NADPH. La cuantificación de proteínas se realizó 

mediante la técnica de Bradford anteriormente descripta. 

 

Figura M3. Determinación de la actividad GPx. 
El glutatión (GSH) es oxidado por la glutatión peroxidasa al mismo tiempo que es 
reducido el peróxido (ROOH). Luego, el glutatión oxidado (GSSG) es reciclado a 
su forma reducida por la enzima GR y la presencia de NADPH. La oxidación de 
este compuesto a NADP+ se acompaña de una disminución en la absorbancia a 
340 nm. 

3.3.11. Determinación de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial 

(∆ψm) por microscopía de fluorescencia 

 El estado del potencial de membrana mitocondrial se evaluó por 

microscopía de fluorescencia mediante la utilización del colorante catiónico 

tetrametilrodamina metil éster (TMRM). Esta sonda fluorescente se incorpora en 

las mitocondrias cuyo potencial de membrana se encuentra conservado. Sin 

embargo, cuando esta organela sufre la pérdida de su potencial de membrana, se 

observa una disminución de la fluorescencia roja que es proporcional al grado de 

depolarización.   
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 Las células fueron tratadas con el colorante TMRM  (20 nM, 30 min, 37°C,  

en oscuridad) preparado en DMEM sin SFB y luego recibieron los tratamientos 

correspondientes. Se analizaron un total de 500 células por condición 

experimental para la determinación de la intensidad de fluorescencia del TMRM 

(en %) utilizando un microscopio de fluorescencia acoplado a una cámara digital 

(NIKON Eclipse Ti-S). La cuantificación se realizó mediante el programa ImageJ. 

Los resultados se expresaron como % de intensidad de fluorescencia del TMRM, 

respecto al control. 

3.3.12. Determinación de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial 

(∆ψm) por citometría de flujo 

 El estado del potencial de membrana mitocondrial se determinó mediante el 

empleo del JC-1 mitochondrial transmembrane potential detection kit, cuyo 

colorante catiónico es el 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3-3’-tetraetilben-

zimidazolilcarbocianina iodado (JC-1). Este fluoresce diferencialmente en células 

apoptóticas y en células sanas. En células cuyas mitocondrias están intactas, el 

colorante forma agregados dentro de la organela, que fluorescen color rojo 

(detectable en canal FL-2 del citómetro de flujo) así como también permanece sin 

agregar en el citosol, fluoresciendo color verde (detectable en canal FL-1 del 

citómetro de flujo). En células apoptóticas, debido a que las mitocondrias han 

perdido su potencial de membrana, son incapaces de mantener el colorante 

agregado en su matriz, por lo que el mismo permanece como monómero en el 

citosol, disminuyendo la fluorescencia roja y prevaleciendo la fluorescencia verde 

(Reers et al., 1994).  

 Luego de los tratamientos, las células cultivadas en placas de Petri fueron 

despegadas utilizando tripsina. Esta suspensión de células fue incubada con el 

colorante JC-1 durante 15 min a 37°C, en oscuridad. Se realizaron lavados con 

medio DMEM sin SFB y se centrifugaron a 500xg durante 3 min. El sobrenadante 

se descartó y los pellets se resuspendieron en el buffer de ensayo provisto en el 

kit. Un total de 10000 eventos de cada condición fueron estudiados en un 
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citómetro de flujo FACS Calibur (Becton–Dickinson, Franklin Lakes, NJ) a una 

longitud de onda de 488 nm, utilizando para el análisis el programa Cellquest Pro 

(Becton–Dickinson).  

3.3.13. Evaluación de la apertura del poro de permeabilidad transitoria 

mitocondrial (MPTP) 

 La apertura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial se evaluó 

mediante la utilización del método de la calceína acetoximetil éster/CoCl2 

(Petronilli et al., 1999). La calceína acetoximetil éster (calceína-AM) es un 

colorante fluorescente en su forma éster, que puede difundir libremente a través 

de la membrana al interior celular. Una vez que la sonda ingresa a la célula, el 

grupo acetometoxi es removido por las esterasas intracelulares quedando el 

fluoróforo atrapado dentro de ésta. De este modo, al incubar durante un tiempo 

establecido a las células con la calceína, se permite la entrada del fluoróforo y, 

posteriormente, al remover con los lavados a la sonda restante que no ingresó en 

la célula, se contará con una cantidad constante de calceína dentro de la misma, 

quedando retenida tanto en el citosol como en las mitocondrias. El agregado de 

CoCl2 provee los iones Co2+ que al ingresar en el citosol y en el núcleo, evitan la 

emisión de la fluorescencia de la calceína en estos compartimentos, ya que 

“apagan” la fluorescencia de la calceína. Sin embargo, estos iones son incapaces 

de atravesar la membrana mitocondrial, de modo que la fluorescencia de la 

calceína que se detecte corresponderá a la calceína acumulada en las 

mitocondrias sanas. Es por ello, que la apertura del MPTP puede ponerse en 

evidencia por la visualización de una disminución/pérdida de la fluorescencia 

proveniente de la calceína contenida en esta organela que es “apagada” por los 

iones Co2+ presentes, que bajo estas condiciones pueden ingresar a la 

mitocondria (Figura M4). 
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Figura M4. Método de la calceína-AM/CoCl2. 

En condiciones fisiológicas normales, el agregado de calceína junto con iones 
Co2+ permite la detección de fluorescencia proveniente de las mitocondrias, debido 
a que estos iones son incapaces de ingresar en el interior mitocondrial para así 
“apagar” su fluorescencia. La apertura del MPTP se pone de manifiesto  por la 
pérdida de la fluorescencia de la calceína que es “apagada” por los iones Co2+ 
(Adaptado de Kroemer et al., 2007). 
 
 En este ensayo, las células fueron incubadas inicialmente con la calceína-

AM (1mM, 30 min, a 37°C) y luego se les adicionó CoCl2 (1mM). Posteriormente, 

se efectuaron lavados con medio DMEM sin SFB y se realizaron los tratamientos 

correspondientes. Finalmente, las células fueron visualizadas utilizando un 

microscopio de fluorescencia (NIKON Eclipse Ti-S) acoplado a una cámara digital, 

cuantificando la fluorescencia mediante el programa ImageJ, o analizadas por 

citometría de flujo. En este último caso, las células fueron tripsinizadas, para luego 

ser centrifugadas a 500 xg durante 3 min. Los sobrenadantes se descartaron y los 

pellets se resuspendieron en buffer FACS flow. Un total de 10000 eventos de cada 

condición fueron estudiados en un citómetro de flujo FACS Calibur a una longitud 

de onda de 488 nm. 
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3.3.14. Ensayo de TUNEL (Tdt-mediated dUTP Nick-End Labeling) 

 Esta metodología permite la detección y cuantificación de células 

apoptóticas. Debido a que la degradación del ADN es una característica de la 

apoptosis, se han desarrollado diferentes métodos que permiten analizar 

individualmente cada célula, en busca de este suceso. Un  método clásico es el 

del marcaje del ADN de hebra sencilla utilizando una transferasa terminal, 

generalmente una desoxinucleotidil transferasa terminal recombinante (rTdT), que 

adiciona nucleótidos (dUTP) marcados en los extremos 3’ libres o expuestos del 

ADN fragmentado, formando colas poliméricas. Dichos nucleótidos pueden estar 

marcados de diversas formas, aunque en general se utiliza una marcación 

fluorescente. Luego, esta marcación es detectada con el método que corresponda.  

 Los ensayos de TUNEL se realizaron mediante la utilización del kit Dead 

End Fluorometric TUNEL System, siguiendo las especificaciones del fabricante. 

Luego de los tratamientos, las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% 

preparado en PBS, pH 7,4, lavadas con PBS y permeabilizadas con Tritón X-100 

0,2% en PBS. Posteriormente, fueron marcadas con la solución de incubación rTdt 

provista por el kit durante 60 min, a 37°C, en oscuridad. Al finalizar este período, 

se lavaron las muestras con PBS y se observaron utilizando un microscopio de 

fluorescencia acoplado a una cámara digital (NIKON Eclipse Ti-S). Las imágenes 

fueron analizadas mediante el programa ImageJ, obteniéndose el porcentaje de 

células apoptóticas en cada condición experimental.  

3.3.15. Observación de estructuras celulares tipo-tunneling nanotubes (TNT) 

por microscopía óptica  

 Las células recibieron los diferentes tratamientos y luego fueron analizadas 

para la observación de estructuras compatibles con nanotubos utilizando un 

microscopio óptico acoplado a una cámara digital (NIKON Eclipse Ti-S). Los 

resultados se expresaron como % de células que presentan estas estructuras, 
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respecto al control. Para cada condición experimental, se analizaron un total de 

100 células de tres experimentos independientes. Objetivo 60X. 

3.3.16. Observación de estructuras celulares tipo-tunneling nanotubes (TNT) 

por microscopía de fluorescencia 

 Las células recibieron los tratamientos correspondientes y, luego, fueron 

incubadas con Mitotracker Red (1 μM, 30 min, 37°C, protegido de la luz). 

Posteriormente, fueron analizadas bajo un microscopio de fluorescencia 

convencional acoplado a una cámara digital (NIKON Eclipse Ti-S, objetivo 60X).  

 En otra serie de experimentos destinados a evaluar el intercambio de 

organelas entre células, las células en una placa de Petri fueron incubadas con 

Mitotracker Red (1 μM, 30 min, 37°C, protegido de la luz) y las células de otra 

placa fueron marcadas con Mitotracker Green (100 nM, 30 min, 37°C, protegido de 

la luz). Luego, las dos poblaciones celulares fueron tratadas con tripsina (0,025%), 

removidas manualmente y mezcladas en una sola placa en relación 1:1, para cada 

condición experimental. Posteriormente, se dejaron en cultivo por 4h y recibieron 

los diferentes tratamientos. Los cultivos fueron analizados bajo un microscopio de 

fluorescencia convencional acoplado a una cámara digital (NIKON Eclipse Ti-S, 

objetivo 60X).  

3.3.17. Evaluación de la función de estructuras celulares tipo-tunneling 

nanotubes (TNT) por microscopía de fluorescencia 

 Luego de recibir los distintos tratamientos, un grupo de células fue incubado 

con el colorante nuclear DAPI (300 nM, 20 min) y otro grupo de células fue tratado 

con el colorante mitocondrial Mitotracker Red (1 µM, 30 min).  Al mismo tiempo, 

otros dos grupos de células no recibieron ningún tratamiento, uno de ellos fue 

incubado con el colorante mitocondrial Mitotracker Red (1 µM, 30 min) y el 

segundo con el colorante nuclear DAPI (300 nM, 20 min). Luego, para cada 

condición experimental a ensayar, las dos poblaciones celulares (tratadas y no 

tratadas) fueron removidas manualmente y mezcladas en una sola placa en 
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relación 1:1 (las tratadas y marcadas con DAPI se cocultivaron con las no tratadas 

marcadas con Mitotracker Red (Figura M5A); y las tratadas y marcadas con 

Mitotracker Red se cocultivaron con las no tratadas marcadas con DAPI (Figura 

M5B). Posteriormente, se dejaron en cultivo por 4h, se fijaron con metanol puro 

(20 min, -20°C) y fueron analizadas bajo un microscopio de fluorescencia 

convencional acoplado a una cámara digital (NIKON Eclipse Ti-S, objetivo 20X). 

Los resultados se expresaron como el porcentaje de células que presentan ambas 

marcaciones (fluorescencias roja y azul), respecto al control.  

Figura M5. Metodología para la evaluación de la función de estrucutras tipo-TNT. 

3.3.18. Cuantificación de ARN y ADN 

 La concentración de ácidos nucleicos se determinó midiendo la absorbancia 

a 260 nm por espectrofotometría. Para evaluar la presencia de contaminantes, se 

calculó el cociente  A260 nm/A280 nm, que proporciona una estimación del grado de 

pureza de los ácidos nucleicos, considerándose al ADN y ARN puros cuando 

presentan valores entre 1,8 y 2,0. Para calcular la concentración final de ADNc o 

ARN en cada muestra, se realizaron diluciones 1/100 de cada una de ellas con 

agua bidestilada de grado PCR y se utilizaron como factores de conversión para 

ARN: 40 µg/ml y para ADN simple hebra: 33 µg/ml. 
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3.3.19. Extracción de ARN total 

 Luego de los correspondientes tratamientos, se extrajo el ARN total de 

células cultivadas en placas de Petri mediante la utilización del High Pure RNA 

Isolation kit. Las células fueron lavadas con buffer PBS, resuspendidas en este 

mismo tampón y tratadas, luego con buffer lisis (Guanidina-HCl 4,5 M, Tris-HCl 50 

mM, Tritón X-100 30 % (p/v), pH 6,6, 25°C). Lo recolectado fue transferido a un 

filtro insertado en un tubo colector provisto por el kit y centrifugado a 8000 xg por 

15 seg. Luego de este paso, se descartó el líquido inferior del tubo colector y se 

incubó con la DNAasa, preparada en su correspondiente buffer, durante 15 min, a 

25°C. Posteriormente, se realizó un lavado con el Wash buffer I (Guanidina-HCl 5 

M, Tris-HCl 20 mM, pH 6,6, 25°C) a 8000 xg durante 15 seg y 2 lavados con el 

Wash buffer II (NaCl 20 mM, Tris-HCl 2 mM, pH 7,5, 25°C) a 8000 xg  durante 15 

seg y 2 min, respectivamente. Finalmente, el RNA fue eluído con el buffer de 

elución (Agua bidestilada de grado PCR), cuantificado y guardado a -80°C hasta 

su utilización.  

3.3.20. Reacción de retrotranscripción  

 La retrotranscripción se realizó utilizando el High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit. El ARN (2 µg) fue adicionado a una mezcla de reacción 

conteniendo el buffer, los dNTPs (100 nM), los random primers y la enzima 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/µl) provistos por el kit. Las condiciones 

de la  transcripción reversa fueron: 25°C durante 10 min, 37°C durante 120 min, 

85°C durante 5 min, para luego descender la temperatura hasta 4°C, utilizando un 

termociclador Eppendorf Mastercycler Personal 5332. El ADNc obtenido fue 

cuantificado y guardado a -20°C hasta su utilización. 

3.3.21. Ensayo de RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) 

 La RT-qPCR fue realizada utilizando el KAPA SYBR FAST qPCR Kit. 

Inicialmente, se preparó la mezcla de reacción compuesta por la Master Mix (2X) 

Universal, el colorante ROX Low y agua bidestilada de grado PCR, a la que luego 

https://www.google.com.ar/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCcQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.galileoequipos.com%2Fpcr-secuenciadores%2F364-pcr-eppendorf-mastercycler-personal-5332.html&ei=c10ZVeitE7GwsASE-ILACA&usg=AFQjCNGdQgtMI46RFPeA0CrolFPZZYaZIA
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se adicionaron los correspondientes primers forward y reverse (200 nM). Para el 

ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos (MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate) 

a las que, finalmente, se agregó la muestra de ADNc (20 ng). Las lecturas se 

realizaron en un equipo ABI Prism7500 Real-Time PCR System. Las condiciones 

de la qPCR fueron:  

Paso Temperatura Duración Ciclos 

Activación de la 

enzima 

95°C 3 min - 

Desnaturalización 95°C 3 seg 40 

Annealing/Extensión 60°C 30 seg  

Tabla M4. Condiciones de reacción de la qPCR. 

 Los primers empleados para la amplificación de los ADNc murinos fueron 

los siguientes (en sentido 5´-3´): 

 Forward primer Reverse Primer 

GAPDH CGTCCCGTAGACAAAATGGT TTGATGGCAACAATCTCCAC 

Bcl-2 GCGTCAACAGGGAGATGTCA TTCCACAAAGGCATCCCAGC 

Puma TACGAGCGGCGGAGACAAG GTGTAGGCACCTAGTTGGGC 

PERP ACCACATCCAGACATCGTCG CTCGTCCCCATGCGTACTCC 

Noxa GTCGGAACGCGCCAGTGAACCC TCCTTCCTGGAGGTCCCTTCTTGC 

Bim AATGTCTGACTCTGACTCTCGGAC TCTCCGCAGGCTGCAATTGTCTAC 

p66Shc ACTACCCTGTGTTCCTTCTTTC TCGGTGGATTCCTGAGATACTGT 

MDM2 GCCTGGATCAGGATTCAGTTTCTG GTGACCCGATAGACCTCATCATCC 

Tabla M5. Primers utilizados. 

 La especificidad de los productos de reacción así como la ausencia de 

dímeros de primers se confirmaron mediante el análisis de las correspondientes 

curvas de melting. GAPDH fue utilizado como gen endógeno para la 
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normalización. Se realizó una cuantificación relativa de la expresión génica 

mediante la utilización del método comparativo ∆Ct (Giulietti et al., 2001; Livak y 

Schmittgen, 2001), donde el valor ∆Ct es el Ct de la muestra normalizado con el 

gen endógeno, de acuerdo al siguiente cálculo: ΔCT (muestra) = CT (gen 

incógnita) - CT (gen endógeno). La expresión del ARNm de los genes incógnita se 

calculó de acuerdo a la siguiente fórmula: 2- ΔCT. 

3.3.22. Análisis estadístico 

 Los resultados se expresaron como promedio de no menos de tres 

experimentos independientes, con su correspondiente desvío estándar. Las 

diferencias significativas entre las distintas condiciones experimentales (p<0,05) se 

analizaron utilizando one-way ANOVA, seguido de una prueba post hoc de 

comparación múltiple (Tukey, 1953). 
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Capítulo 1: Rol del 17β-estradiol en el mecanismo molecular 

subyacente a la apoptosis inducida por peróxido de hidrógeno 

1.1. Participación de las familias PKC y PKD 

 En la Introducción de este trabajo de tesis se presentaron las generalidades 

de la familia de quinasas de residuos serina/treonina: proteína quinasa C (PKC). 

Tal como se mencionó, éstas pueden ser activadas por diversos estímulos y están 

involucradas en una multitud de procesos fisiológicos. Las enzimas regulan 

actividades celulares tales como la proliferación, diferenciación, supervivencia y 

contracción muscular, entre otros (Nishizuka, 1992; Nishizuka, 1995; Toker, 1998). 

Estudios más recientes evidenciaron que cada miembro de la familia PKC puede 

intervenir  tanto en vías de supervivencia como de muerte celular (Revisado en 

Gonzalez-Guerrico et al., 2005). La familia de proteínas quinasas D (PKD) está 

íntimamente relacionada con las PKCs.  

Con el fin de evaluar el rol de los miembros de esta familia en las cascadas 

activadas por el H2O2, en primer lugar, las células se incubaron con el agente 

apoptótico durante diferentes períodos de tiempo (5 min, 15 min, 30 min, 1h, 3h  y 

4h, según cada experimento). Luego para investigar si la hormona regulaba las 

vías involucradas, se realizaron los mismos tratamientos con H2O2 previa 

incubación con la hormona E2, según se describe en Métodos. 

1.1.1.  PKC δ 

 Como se mencionó en la Introducción, la quinasa PKCδ ha sido asociada a 

apoptosis (Blass et al., 2002; Reyland, 2007). Se ha evidenciado, además, que en 

respuesta al estrés oxidativo esta isoforma es capaz de sufrir fosforilación en 

residuos tirosina, lo que conduce a su activación (Konishi et al., 2001). De hecho, 

la fosforilación en estos residuos es un mecanismo regulatorio específico de 

PKCδ, ausente en las otras isoformas de esta familia. 
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 Inicialmente, se evaluó la activación de esta isoforma inducida por el agente 

apoptótico, evento puesto en evidencia por la fosforilación en el residuo tirosina 

311 (Y311). Se observó que el H2O2 indujo la activación de PKCδ a la hora de 

tratamiento, efecto que se mantuvo hasta las 3h de incubación para luego 

disminuir (Figura R1). Cuando se estudió si la hormona era capaz de modular esta 

activación, se observó que el pretratamiento con E2 antes de la incubación con 

H2O2 (E2 + H2O2) disminuyó la fosforilación de esta PKC (en un 181,44 % respecto 

a la condición H2O2). La presencia de fulvestrant (1 μM) antes del tratamiento con 

E2 preservó la fosforilación en esta quinasa inducida por el H2O2 (Figura R2). 

 
Figura R1. El H2O2 induce la activación de PKCδ en células C2C12. Las 
células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de 
H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de tiempo indicados (30 min, 1h, 3h y 4h). Los 
lisados proteicos obtenidos se utilizaron en ensayos de Western blotting para el 
análisis de p-PKCδ Y311 y PKCδ. La proteína β-tubulina fue utilizada como control 
de siembra (Panel superior). Cuantificación de los resultados. Los datos 
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representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 
realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control (Panel inferior).  

 
Figura R2. El 17β-estradiol inhibe la activación de PKCδ inducida por el H2O2 
en células C2C12. Las células fueron tratadas durante 1h con la hormona 10-8 M 
(E2), fulvestrant y E2 (E2 + F) o vehículo de la hormona (C) antes del agregado de 
H2O2 (0,5 mM, 1h). Los lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos 
de Western blotting para el análisis de p-PKCδ Y311 y PKCδ. La proteína β-tubulina 
fue utilizada como control de siembra (Panel superior). Cuantificación de los 
resultados. Los datos representan el promedio +/- SD de tres determinaciones 

independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control. #p<0.05 

respecto a la condición H2O2. **p <0.05 respecto a la condición E2 + H2O2 (Panel 

inferior).   
 
1.1.2. PKC θ 

 De la misma manera que se estudió a la isoforma δ, para evaluar el efecto 

del agente apoptótico sobre la activación de PKCθ, las células fueron incubadas 

con H2O2 durante diferentes períodos de tiempo (15 min, 30 min, 1h, 3h y 4h). Se 

observó que PKCθ se fosforila/activa de manera significativa a partir de las 3h de 

incubación con H2O2 (964,9%) y que este efecto permanece hasta las 4h (927,2%) 

(Figura R3). 
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Figura R3. El H2O2 induce la activación de PKCθ en células C2C12. Las 
células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de 
H2O2 (0,5 mM) durante diferentes períodos de tiempo (15 min, 30 min, 1h, 3h y 
4h). Los lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western 
blotting. La proteína β-tubulina fue utilizada como control de siembra (Panel 
superior). Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- 

SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la 

condición control (Panel inferior). 
 
 Cuando se estudió si la hormona era capaz de modular esta activación, se 

observó que el agregado de E2 antes de la incubación con H2O2 durante 3h y 4h 

(E2 + H2O2) disminuyó la fosforilación de esta PKC (en 500,2 % y 918,4 %  

respecto a la condición H2O2 correspondiente) (Figura R4).  
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Figura R4. El 17β-estradiol disminuye la activación de PKCθ inducida por el 
H2O2 en células C2C12. Las células fueron pretratadas durante 1h con la 
hormona E2 (10-8M) o vehículo de la hormona (C) antes del agregado de H2O2 (0,5 
mM) durante los períodos de tiempo indicados. Los lisados proteicos obtenidos 
fueron utilizados en ensayos de Western blotting para el análisis de p-PKCθ. La 
proteína β-tubulina fue utilizada como control de siembra (Panel superior). 
Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- SD de tres 

determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la condición 

control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2 correspondiente (Panel inferior). 

1.1.3. PKD 

 Como se mencionó en la Introducción, se ha evidenciado que el estrés 

oxidativo puede inducir la activación de PKD y además, en algunos tipos celulares, 

este evento es mediado por algunas isoformas de PKCs (Rozengurt, 2011).  En 

base a estas evidencias, se decidió evaluar la activación de esta quinasa en 

respuesta al agente apoptótico. Se cree que su activación estaría determinada por 

la transfosforilación en los residuos Ser744/Ser748. Como consecuencia, el residuo 

Ser916 en el extremo C-terminal sería autofosforilado. Estos dos eventos son 

considerados marcadores de activación de esta PKD (Revisado en Steinberg, 

2012). Los resultados aquí presentados indican que la fosforilación en el residuo 
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serina 916 (Ser916) es evidenciable a los 15 y 30 min de tratamiento con H2O2. 

Este efecto no se mantuvo en períodos de tiempo más avanzados del proceso 

apoptótico (1h y 3h). Estos resultados fueron corroborados por ensayos de 

inmunocitoquímica en los que se observa un aumento en la intensidad de 

fluorescencia debida a p-PKD Ser916 (fluorescencia verde) en los mismos períodos 

de tiempo ya evidenciados (Figura R5).  

A) 

 

B) 

Figura R5. El  H2O2 induce la activación de PKD en células C2C12. Las células 
fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de H2O2 (0,5 
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mM) durante diferentes períodos de tiempo (15 min, 30 min, 1h y 3h). A) Los 
lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western blotting para 
el análisis de p-PKD Ser916 y PKD. La proteína β-tubulina fue utilizada como 
control de siembra (Panel superior). Cuantificación de los resultados. Los datos  
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control (Panel inferior). B) Las células 

fueron utilizadas en ensayos de inmunocitoquímica, usando un anticuerpo que 
reconoce la forma fosforilada de PKD en Ser916 (anti-p-PKD Ser916) seguido de la 
incubación con un anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo (fluorescencia 
verde). Objetivo 20X. Las imágenes son representativas de tres experimentos 
independientes realizados. 
 
 Luego se estudió si la hormona era capaz de revertir la activación de esta 

enzima. En efecto, se observó que la preincubación con el E2 disminuyó 

significativamente los niveles de fosforilación/activación de la enzima, en los 

períodos de tiempo en los que el agente apoptótico inducía su activación (Figura 

R6). Se utilizó PMA como control positivo, debido a que se conoce que este éster 

de forbol es capaz de activar a la PKD.  

 
Figura R6. El 17β-estradiol inhibe la activación de PKD inducida por el H2O2  
en células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la hormona 
(C), PMA (1 µM, 1h), H2O2 (0,5 mM) durante 15 y 30 min, o E2 (10-8 M, 1h) antes 
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del agregado de H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de tiempo indicados. Los 
lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western blotting para 
el análisis de p-PKD Ser916 y PKD. La proteína β-tubulina fue utilizada como 
control de siembra (Panel superior). Cuantificación de los resultados. Los datos 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control. #p<0.05 respecto a la 

condición H2O2 correspondiente (Panel inferior). 
 
1.1.4. PKC α/βII 

 Para evaluar el efecto del agente apoptótico sobre la activación de las 

isoformas clásicas PKC α/βII, las células fueron incubadas con H2O2 durante 

diferentes períodos de tiempo (5 min, 15 min, 30 min, 1h y 3h), no observándose 

cambios significativos en su nivel de fosforilación respecto a la condición control 

(Figura R7).  

 

Figura R7. El  H2O2  no induce la activación de PKCα/βII en células C2C12. 
Las células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de 
H2O2 (0,5 mM) durante diferentes períodos de tiempo (5 min, 15 min, 30 min, 1h y 
3h). Los lisados proteicos obtenidos fueron usados en ensayos de Western 
blotting. La proteína β-tubulina fue utilizada como control de siembra (Panel 
superior) Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- 
SD de tres determinaciones independientes realizadas (Panel inferior). 
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 Del mismo modo, tampoco se evidenciaron cambios significativos en su 

activación, al incubar a las células durante diferentes períodos de tiempo con la 

hormona E2 (Figura R8). 

 
Figura R8. El 17β-estradiol no induce la activación de PKCα/βII en células 
C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la hormona (C) o E2 (10-8 
M) durante diferentes períodos de tiempo (5 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h y 4h). Los 
lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western blotting. La 
proteína β-tubulina fue usada como control de siembra (Panel superior).  
Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- SD de tres 
determinaciones independientes realizadas (Panel inferior).  
 
 En concordancia con estos resultados, al evaluar la actividad de estas 

isoformas de la familia PKC mediante la observación de la fosforilación de un 

péptido específico (P-L-S-R-T-L-S-V-A-A-K), se evidenció que este no es 

fosforilado en ninguna de las condiciones experimentales ensayadas (Figura R9). 

Esto demuestra que no es afectada la actividad de estas PKCs bajo estas 

condiciones experimentales. 
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Figura R9. El 17β-estradiol y el H2O2  no regulan la actividad de PKCα/βII en 
células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la hormona (C), 
E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 1h) o E2 (10-8 M, 1h) antes del agregado de H2O2 

(0,5 mM, 1h). Los lisados proteicos obtenidos se centrifugaron, y los 
sobrenadantes fueron utilizados para la determinación de la actividad PKC con el 
kit no radioactivo PepTag Assay (Metodología). C(+) corresponde a un control 
positivo incluido en el kit. Esta imagen es representativa de tres experiencias 
independientes realizadas. 

 
1.2. Participación de la quinasa JNK 

 Como se mencionó en la Introducción, JNK es clásicamente definida como 

una quinasa de estrés celular. Tal como se procedió con las quinasas anteriores, 

se evaluó si la quinasa JNK era activada por el agente apoptótico, evidenciándose 

que el H2O2 indujo su fosforilación/activación luego de 1h de incubación, efecto 

que persistió hasta las 4h de tratamiento (Figuras R10). 
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Figura R10. El  H2O2 induce la activación de JNK en células C2C12. Las 
células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de 
H2O2 (0,5 mM) durante diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h, 3h y 4h). Los 
lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western blotting  para 
el análisis de p-JNK y JNK. La proteína β-tubulina fue usada como control de 
siembra (Panel superior). Cuantificación de los resultados. Los datos representan 

el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 

respecto a la condición control (Panel inferior). 
 
 Al explorar  el efecto de la hormona sobre la activación de JNK, se observó 

que el E2 era capaz de revertir parcialmente su fosforilación, conduciendo a su 

inactivación. Cuando las células fueron tratadas con el antagonista del ER, 

fulvestrant, antes del agregado de E2, la fosforilación de JNK inducida por el H2O2 

se mantuvo, demostrando que el efecto inhibitorio de la hormona sobre la 

activación de JNK, es mediado por los ERs (Figuras R11). 
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Figura R11. El 17β-estradiol previene parcialmente la activación de JNK en 
células C2C12. Las células fueron incubadas en presencia o ausencia de H2O2  
(0,5 mM, 1h) luego del pretratamiento durante 1h con la hormona 10-8 M (E2), la 
hormona 10-8 M junto con el antagonista fulvestrant 1 µM (E2 + F) o el vehículo 
(C). Los lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western 
Blotting para el análisis de p-JNK y JNK. La proteína β-tubulina fue utilizada como 
control de siembra (Panel superior) Cuantificación de los resultados. Los datos 

representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes. *p<0.05 

respecto a la condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2. **p<0.05 

respecto a la condición E2 + H2O2 (Panel inferior). 

 
1.3. Participación de p53 y p66Shc  

 La proteína p53 actúa como un sensor del estrés celular (Giaccia y Kastan, 

1998). En respuesta a situaciones adversas, p53 es activada, lo que se pone de 

manifiesto por su fosforilación en el residuo serina 15 (Ser15) y su posterior 

translocación nuclear para regular múltiples genes blanco. Para evaluar la 

respuesta de p53 al estrés oxidativo en células C2C12, éstas fueron incubadas 
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con H2O2 durante diferentes períodos de tiempo (15 min, 30 min, 1h y 3h), y luego 

sometidas a fraccionamiento subcelular para obtener las fracciones nucleares, que 

finalmente fueron utilizadas en ensayos de Western blotting. Así, se evidenció que 

el H2O2 induce su activación/ fosforilación en Ser15 a la hora de tratamiento, efecto 

que se mantiene hasta las 3h de incubación (Figura R12). 

 Para evaluar si la hormona podía contrarrestar esta respuesta al agente 

apoptótico, las células se preincubaron con E2 antes de la inducción de apoptosis 

durante los períodos de tiempo 1h y 3h, ya que en estos tiempos se había 

observado la activación de p53. Esta preincubación impidió la fosforilación de p53, 

revelando que la hormona es capaz de regular la activación de p53 y, en 

consecuencia, su translocación nuclear, impidiendo así que ejerza su acción como 

factor de transcripción. Al mismo tiempo, la preincubación con E2 antes de la 

inducción de apoptosis durante los períodos de tiempo 15 min y 30 min no produjo 

cambios en la fosforilación de p53 respecto a la condición de H2O2 

correspondiente (Figura R12). 

 

Figura R12. El 17β-estradiol inhibe la fosforilación de p53 inducidos por el 
H2O2 en células C2C12. Las células fueron incubadas durante 1h con medio sin 
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suero conteniendo la hormona 10-8 M (E2) o el vehículo (C) antes del tratamiento 
con H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de tiempo indicados. Los lisados 
proteicos adquiridos fueron utilizados para la obtención de las correspondientes 
fracciones nucleares mediante centrifugación diferencial y empleados en ensayos 
de Western Blotting para el análisis de la fosforilación de p53. La proteína laminina 
B fue utilizada como marcador nuclear (Panel superior). Cuantificación de los 
resultados. Los datos representan el promedio +/- SD de tres determinaciones 

independientes. *p<0.05 respecto a la condición control. #p<0.05 respecto a la 

condición H2O2 correspondiente (Panel inferior). 
 
 Uno de los genes blanco de p53 es la proteína de la familia Shc, p66Shc. 

La expresión de esta proteína y su fosforilación en el residuo serina 36 (Ser36) se 

han relacionado con estrés oxidativo y muerte celular (Migliaccio et al., 1999; 

Pellegrini y Baldari, 2009). Inicialmente, se evaluó el efecto del agente apoptótico 

sobre los niveles de ARNm de p66Shc mediante la realización de ensayos de RT-

qPCR. Para ello, al igual que en los experimentos anteriores, las células C2C12 

fueron incubadas con H2O2 durante diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h, 3h 

y 4h). Se encontró que los niveles de ARNm de p66Shc eran regulados 

positivamente por el agente apoptótico, observándose un aumento de hasta 22,47 

veces superior respecto al control (1h) (Figura R13). Cuando se estudió la 

fosforilación en el residuo Ser36 de esta proteína en respuesta al H2O2, evento 

generalmente asociado a su cambio en la localización, se observó que esto 

sucedía a la hora de tratamiento y se mantenía hasta las 3h de incubación con el 

agente inductor de apoptosis (Figura R14). 
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Figura R13. El 17β-estradiol disminuye los niveles de ARNm de p66Shc 
inducidos por el H2O2  en células C2C12. Las células fueron incubadas con 
medio sin suero conteniendo la hormona 10-8 M (E2) o el vehículo de la hormona, 
(C) por 1h antes del tratamiento con H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de 
tiempo indicados. Las muestras obtenidas fueron utilizadas en ensayos de RT-
qPCR para evaluar los niveles de ARNm de p66Shc. GAPDH fue usado como gen 
endógeno para la normalización. El método comparativo ∆Ct fue utilizado para la 
cuantificación relativa de la expresión génica. Los resultados obtenidos 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas de muestras de ADNc ensayadas por duplicado. *p<0.05 respecto a la 

condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2 correspondiente.  

 
Figura R14. El H2O2 induce la fosforilación de p66Shc en células C2C12. Las 
células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de 
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H2O2 (0,5 mM) durantes diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h, 3h y 4h). 
(Panel superior) Los lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de 
Western blotting para el análisis de p-p66Shc. La proteína β-tubulina fue usada 
como control de siembra. (Panel inferior) Cuantificación de los resultados. Los 
datos representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control.  

  
Al investigar el rol de E2 sobre p66Shc, se observó que la preincubación con la 

hormona podía revertir el cambio inducido por el agente apoptótico sobre los 

niveles de ARNm de p66Shc, conduciendo a su disminución a partir de la hora de 

tratamiento con la hormona y manteniéndose en esos niveles en los siguientes 

períodos de tiempo (Figura R13). En los ensayos de Western blotting, se observó 

que la preincubación con la hormona redujo el nivel de fosforilación de p66Shc 

(Figura R15). Estos resultados, en conjunto, sugieren que tanto el aumento de los 

niveles de ARNm como la fosforilación de p66Shc en respuesta al H2O2 son 

importantes para el proceso de muerte celular y que la hormona protege a estas 

células de la apoptosis previniendo estos efectos.  

Para investigar si esta proteína adaptadora sufría un cambio en su localización 

intracelular como consecuencia de su fosforilación en las células C2C12, éstas 

fueron tratadas con el inductor de apoptosis H2O2 (1h). Luego, se obtuvieron las 

fracciones mitocondriales y citosólicas mediante centrifugación diferencial. 

Ensayos de Western blotting demostraron que, bajo condiciones apoptóticas,  la 

cantidad de p66Shc que se encuentra en mitocondrias es mayor que la observada 

en el citosol, poniendo de manifiesto que, en efecto, p66Shc transloca a 

mitocondria en la apoptosis inducida por H2O2 en células C2C12 (Figura R16). 

Cuando se evaluó si E2 podía prevenir esta translocación, se observó que la 

preincubación con la hormona antes del agregado del inductor de apoptosis 

disminuyó la migración de p66Shc a mitocondria. Para corroborar estos resultados 

se evaluaron las mismas condiciones experimentales mediante ensayos de 

inmunocitoquímica usando un anticuerpo dirigido contra p-p66Shc (fluorescencia 

verde) y el colorante catiónico Mitotracker Red (fluorescencia roja). En 

concordancia con las observaciones que surgieron de los ensayos de Western 
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blotting, el tratamiento con H2O2 (1h) induce la fosforilación y translocación de 

p66Shc a mitocondria, puesto en evidencia por un aumento en la intensidad de 

fluorescencia verde respecto al control, que no presenta fluorescencia, y por la 

fluorescencia amarilla en mitocondrias originada por la superposición de 

fluorescencias (verde: p66Shc y roja: mitocondrias). Sin embargo, en presencia de 

la hormona (E2 (1h) + H2O2 (1h)), se visualiza una tenue fluorescencia verde 

dispersa en el citosol, demostrando la inhibición de la translocación de p-p66Shc a 

mitocondria. La adición de fulvestrant (1h) previo a la incubación con E2 y H2O2 

resultó nuevamente en la superposición de fluorescencias, dando a las células una 

coloración amarilla, sugiriendo que el efecto protector de la hormona es mediado 

por ER (Figura R17). 

 

Figura R15. El 17β-estradiol inhibe la activación de p66Shc inducida por el 
H2O2 a través de JNK e independientemente de PKC en células C2C12. Las 
células fueron incubadas en presencia o ausencia de H2O2 (0,5 mM, 1h) luego de 
1h de pretratamiento con la hormona 10-8 M (E2), SP600125 10 µM (SP) o el 
vehículo (C), o de 48 hs de pretratamiento con PMA 10 µM. Los lisados proteicos 
obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western blotting para el análisis de p-
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p66Shc. La proteína β-tubulina fue usada como control de siembra (Panel 
superior). Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- 
SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la 
condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2 (Panel inferior). 
 

 
Figura R16. El 17β-estradiol inhibe la translocación mitocondrial de p66Shc 
inducida por el H2O2 a través de JNK en células C2C12. Las células fueron 
incubadas en presencia o ausencia de H2O2 (0,5 mM, 1h).luego de 1h de 
pretratamiento con la hormona 10-8 M (E2), SP600125  10 µM (SP) o el vehículo 
(C). Los lisados proteicos adquiridos fueron utilizados para la obtención de las 
fracciones mitocondriales y citosólicas mediante centrifugación diferencial y, luego, 
usados en ensayos de Western blotting para el análisis de p-p66Shc Ser36. Se 
muestra un blot representativo de tres experimentos independientes realizados. 
Como marcador mitocondrial, se empleó un anticuerpo dirigido contra la proteína 
VDAC. 
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Figura R17. El 17β-estradiol a través del ER inhibe la translocación 
mitocondrial de p66Shc inducida por el H2O2 en células C2C12. Las células 
fueron incubadas con el vehículo de la hormona (C), E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 
1h), E2 antes del agregado de H2O2 (0,5 mM, 1h), o F (1 µM, 1h) junto con E2 antes 
de la adición de H2O2 (0,5 mM, 1h). Luego del tratamiento con Mitotracker Red 
(fluorescencia roja) y anticuerpo anti-p-p66Shc seguido de la incubación con un 
anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo (fluorescencia verde), se 
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obtuvieron imágenes por microscopía de fluorescencia. Las imágenes son 
representativas de tres determinaciones independientes realizadas. Objetivo 60X. 
. 
1.4. Participación de miembros de la clase O de la familia Forkhead (FoxOs) 

 En la Introducción de este trabajo de tesis se describió a la subfamilia 

Forkhead box O (FoxO) de factores de transcripción como reguladores de la 

homeostasis, particularmente en respuesta a situaciones de estrés. Es así como 

se los ha involucrado en la reparación celular, la detoxificación de ROS y la 

apoptosis. En respuesta al estrés oxidativo, los FoxOs pueden sufrir cambios en 

su localización subcelular, además de fosforilaciones en diferentes residuos, 

dependiendo del tipo celular involucrado así como también del tipo e intensidad 

del estímulo.  

 Para estudiar el efecto del agente apoptótico sobre el factor de transcripción 

FoxO3a en las células C2C12, las mismas fueron expuestas durante diferentes 

períodos de tiempo (30 min, 1h y 3h) al H2O2. Mediante ensayos de Western 

blotting se evidenció que el H2O2 conduce a la fosforilación en el residuo Ser253 de 

FoxO3a a los 30 min y 1h de tratamiento, indicando que bajo estas condiciones 

este factor se encuentra inhibido (344,97 +/- 20,9% y 450,2 +/- 12,4%, 

respectivamente) (Figura R18). Dado que algunos miembros de esta familia 

pueden ser regulados negativamente por la vía de señalización PI3K/Akt, se 

evaluó si esta vía modulaba la acción del H2O2 en este sistema experimental. La 

preincubación con el inhibidor de PI3K, LY294002 (1h) inhibió la fosforilación de 

FoxO3a mediada por el agente apoptótico, sugiriendo que la vía PI3K-Akt es la 

que regula negativamente (mediante su fosforilación) a FoxO3a en células C2C12. 

En concordancia, se observó que Akt se encuentra fosforilado/activo en los 

mismos períodos de tiempo que FoxO3a en respuesta al H2O2 (Figura R18). Así 

también, en fracciones citosólicas obtenidas por centrifugación diferencial, se 

observó que FoxO3a fosforilado se encuentra sólo en las células en condiciones 

basales (Control), mientras que está ausente cuando las células son expuestas al 

H2O2. En la fracción nuclear, se visualiza FoxO3a fosforilado a los 30 min y 1h de 
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tratamiento con H2O2, evidenciando que una fracción de este factor translocaría al 

núcleo en su estado fosforilado para poder, así, regular la expresión génica, y 

luego sería defosforilado en esta localización (Figura R19). Estas observaciones 

fueron corrobradas por ensayos de inmunocitoquímica, en los que se evidenció 

que la fluorescencia derivada de p-FoxO3a en condiciones basales (Control) se 

visualiza distribuida homogéneamente en citosol, mientras que el tratamiento con 

el agente apoptótico (H2O2: 30 min y 1h) conduce al cambio en su localización 

desde el citosol hasta el núcleo (Figura R19).  

Figura R18. El H2O2 a través de Akt  induce la fosforilación de FoxO3a en 
períodos tempranos de la apoptosis en células C2C12. Las células fueron 
incubadas con medio sin suero  en presencia o ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM) 
durante diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h y 3h) luego de 1h de 
pretratamiento con LY294002 25 µM o el vehículo. Los lisados proteicos obtenidos 
fueron utilizados en ensayos de Western blotting para el análisis de p-FoxO3a 
Ser253, p-Akt y Akt. La proteína β-tubulina fue usada como control de siembra 
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(Panel superior). Cuantificación de los resultados para p-FoxO3a. Los datos 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control. 
#
p <0.05 respecto a la 

condición H2O2 correspondiente (Panel inferior). 
 
A) 

 
B) 
 

 
 
Figura R19. El H2O2 induce la translocación de FoxO3a desde el citosol hasta 
el núcleo en células C2C12. Las células fueron incubadas con medio sin suero  
en presencia o ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM) durante diferentes períodos de 
tiempo. A) Luego, fueron tratadas con anticuerpo anti-p-FoxO3a Ser253, seguido 
de la incubación con un anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo 
(fluorescencia verde) y se obtuvieron imágenes por microscopía de fluorescencia. 
Las imágenes son representativas de tres determinaciones independientes 
realizadas. Objetivo 60X. B) Los lisados proteicos adquiridos fueron utilizados para 
la obtención de las correspondientes fracciones nucleares y citosólicas mediante 
centrifugación diferencial y, posteriomente, usados en ensayos de Western blotting 
para el análisis de p-FoxO3a Ser253. La proteína laminina B fue utilizada como 
marcador nuclear. Los resultados son representativos de tres determinaciones 
independientes. 
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 Debido a que miembros de esta familia pueden ser regulados por la quinasa 

JNK, y como ya se había evidenciado que la misma se activaba en células C2C12 

en respuesta al estímulo apoptótico a partir de la hora de tratamiento, se estudió si 

esta quinasa modulaba la acción del agente apoptótico sobre FoxO3a. Se 

evidenció que la preincubación con SP600125 antes del agregado de H2O2 no 

indujo cambios significativos en la fosforilación de FoxO3a a los 30 min de 

incubación, mientras que condujo a la inhibición de la fosforilación de FoxO3a a la 

hora de incubación. Al evaluar si JNK ejercía esta acción actuando sobre Akt, se 

evidenció que Akt se mantiene fosforilado aún en presencia del inhibidor de JNK 

(Figura R20). Estos datos sugieren que la vía PI3K-Akt y JNK actuarían sobre 

FoxO3a de manera independiente y en diferentes períodos del proceso apoptótico. 

 
Figura R20. JNK modula la fosforilación de FoxO3a mediada por H2O2, 
independientemente de Akt en células C2C12. Las células fueron incubadas con 
medio sin suero en presencia o ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM, 1h) luego del 
pretratamiento durante 1h con SP600125 10 µM (SP) o el vehículo. Los lisados 
proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western blotting para el 
análisis de p-FoxO3a Ser253 y p-Akt. La proteína β-tubulina fue usada como control 
de siembra. Las imágenes son representativas de tres determinaciones 
independientes realizadas.  
 
 Para evaluar si la hormona ejercía algún efecto sobre el cambio observado 

en FoxO3a en respuesta al agente apoptótico, las células se preincubaron con E2 

antes de la inducción de apoptosis durante los períodos de tiempo de 30 min y 1h, 

debido a que en estos se había observado la fosforilación de este factor. Esta 
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preincubación no indujo cambios significativos en el nivel de fosforilación de este 

factor, revelando que la hormona mantiene a FoxO3a fosforilado/inactivo. Al 

mismo tiempo, se observó que Akt se encontraba fosforilado/activo en el 

tratamiento conjunto de la hormona y el agente apoptótico (Figura R21). 

 

Figura R21. El 17β-estradiol mantiene la fosforilación de FoxO3a en células 
C2C12. Las células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o 
ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de tiempo indicados luego del 
pretratamiento con la hormona 10-8 M (E2) o el vehículo. Los lisados proteicos 
adquiridos fueron utilizados para la realización de Western blotting y el análisis de 
p-FoxO3a Ser253. La proteína β-tubulina fue usada como control de siembra (Panel 
superior). Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- 

SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la 

condición control (Panel inferior). 
 
 Para estudiar el efecto del agente apoptótico sobre el factor de transcripción 

FoxO4 en las células C2C12, estas fueron expuestas durante diferentes períodos 

de tiempo (30 min, 1h y 3h) al H2O2. Se observó que el agente apoptótico induce 

la fosforilación (activación) en Thr447/Thr451 de FoxO4 a los 30 min de incubación, 
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efecto que se mantiene hasta las 3h. Este resultado fue corroborado por ensayos 

de inmunocitoquímica en los que se evidenció un aumento en la intensidad de 

fluorescencia derivada de p-FoxO4 bajo condiciones apoptóticas (H2O2, 1h) 

comparado con el control. Así también, se observó en este ensayo que la 

localización de FoxO4 fosforilado es nuclear (Figura R22). 

A) 

 

B) 

 

Figura R22. El H2O2 induce la fosforilación de FoxO4 en células C2C12. Las 
células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de 
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H2O2 (0,5 mM) durante diferentes períodos de tiempo (15 min, 30 min, 1h, 3h y 
4h). A)  Los lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en ensayos de Western 
blotting para el análisis de p-FoxO4. La proteína β-tubulina fue usada como control 
de siembra (Panel superior). Cuantificación de los resultados. Los datos 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control (Panel inferior). B) Imágenes 

representativas de tres determinaciones independientes realizadas, obtenidas 
luego del agregado de anticuerpo anti-p-FoxO4, seguido de la incubación con un 
anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo (fluorescencia verde) por 
microscopía de fluorescencia. Objetivo 60X. 
 

 Para evaluar si JNK modulaba la acción del H2O2 sobre FoxO4, se realizó la 

preincubación con el inhibidor de JNK, SP600125 (1h) antes del agregado del 

agente apoptótico. Se observó que el agregado del inhibidor disminuyó la 

fosforilación de FoxO4 mediada por el agente apoptótico (1h), sugiriendo que esta 

quinasa regula a FoxO4 en células C2C12 (Figura R23).  

 

Figura R23. JNK interviene en la fosforilación de FoxO4 mediada por H2O2  
en células C2C12. Las células fueron incubadas con medio sin suero en 
presencia o ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM, 1h) luego del tratamiento durante 1h 
con SP600125 10 µM (SP). Los lisados proteicos obtenidos fueron utilizados en 
ensayos de Western blotting para el análisis de p-FoxO4. La proteína β-tubulina 
fue usada como control de siembra. Las imágenes son representativas de tres 
determinaciones independientes realizadas.  
 

 Para explorar el rol de la hormona sobre el cambio observado en p-FoxO4 

en respuesta al agente apoptótico, las células se preincubaron con E2 antes de la 

inducción de apoptosis durante los períodos de tiempo de 1h y 3h, en los que se 

había observado la fosforilación de FoxO4. Esta preincubación indujo cambios en 

el nivel de fosforilación de este factor de transcripción sólo a las 3h de tratamiento, 

revelando que la hormona inhibe la fosforilación de FoxO4 en períodos más 

avanzados del proceso apoptótico (Figura R24). 
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Figura R24. El 17β-estradiol modula la fosforilación de FoxO4 en células 
C2C12. Las células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o 
ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de tiempo indicados luego del 
pretratamiento con la hormona 10-8 M (E2) o el vehículo. Los lisados proteicos 
adquiridos fueron utilizados para la realización de Western blotting y el análisis de 
p-FoxO4. La proteína β-tubulina fue usada como control de siembra (Panel 
superior). Cuantificación de los resultados. Los datos representan el promedio +/- 

SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la 

condición control. 
#
p <0.05 respecto a la condición H2O2 correspondiente (Panel 

inferior). 
 
1.5. Interacciones entre las vías de señalización intracelular activadas en la 

apoptosis y reguladas por E2 

 Los datos obtenidos en este capítulo del presente trabajo de tesis sugieren 

que tanto PKCδ como JNK son activadas en respuesta al tratamiento con H2O2. 

Para profundizar en el mecanismo de acción de estas quinasas, se investigó si 

PKCδ y JNK podrían funcionar en conjunto mediando los efectos disparados por el 
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H2O2 en células C2C12. Para ello, la PKC fue downregulada mediante el 

tratamiento con una concentración alta de PMA (10 µM) por un período 

prolongado de tiempo (48 hs) (Rodriguez-Pena y Rozengurt, 1984; Takuwa et al., 

1988). Luego de la downregulación de PKCδ, las células fueron expuestas al 

agente apoptótico, y posteriormente se evaluó la fosforilación/activación de JNK. 

Como se observa en la figura R25, el PMA bajo estas condiciones redujo la 

fosforilación de JNK inducida por H2O2. Por el contrario, cuando las células 

musculares fueron tratadas con el inhibidor de JNK y luego utilizadas para ensayar 

la fosforilación de PKCδ inducida por H2O2, no se observaron cambios. Estos 

resultados sugieren que PKCδ actúa corriente arriba de JNK en la apoptosis 

inducida por H2O2. 

A) 
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B) 

 

Figura R25. PKCδ actúa upstream JNK en la cascada apoptótica inducida por 
H2O2 en células C2C12. Las células fueron incubadas con medio sin suero en 
presencia o ausencia de H2O2 (0,5 mM, 1h) luego de 1h de pretratamiento con 
SP600125 10 µM (SP), el vehículo o 48 hs de pretratamiento con PMA 10 µM. A) 
Los lisados proteicos fueron utilizados en ensayos de Western blotting para el 
análisis de p-PKCδ, PKCδ, p-JNK y JNK. La proteína β-tubulina fue usada como 
control de siembra. B) Cuantificación de los resultados. Los datos representan el 

promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 

respecto a la condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2.  
 

Debido a que la participación de PKCδ y JNK en el proceso de apoptosis 

depende del tipo celular, de la naturaleza del estímulo apoptótico, de la duración 

de su activación y de la actividad de otras vías de señalización intracelulares, se 

investigó si efectivamente la activación de ambas quinasas afectaba la capacidad 

de las células C2C12 de desencadenar la muerte por apoptosis. Para ello, las 

células fueron expuestas al agente apoptótico (1h) en presencia o ausencia del 

inhibidor de PKC queleritrina o del inhibidor de JNK. Se observó mediante ensayos 

de TUNEL que, como se esperaba, el agregado de H2O2 induce un gran aumento 
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en la fragmentación del ADN (74,01% +/- 12,09 de células TUNEL positivas sobre 

el control). Sin embargo, el pretratamiento con cualquiera de los inhibidores 

conduce a una disminución de la fragmentación del ADN causada por el H2O2 (Q + 

H2O2: de 88,05% a 46,3%; SP + H2O2: de 88,05% a 46,9%) (Figura R26). Además, 

dado que se conoce que el DAG activa a las PKCs (Nishizuka, 1992) y que la 

acción del DAG, a su vez, puede ser mimetizada por ésteres de forbol, tales como 

el PMA (Hannun, 1986; Newton, 1997), las células fueron incubadas con PMA (1 

µM, 1h). Se evidenció que el PMA incrementa el porcentaje de células TUNEL 

positivas (69,01% sobre el control) en similar magnitud que el tratamiento con 

H2O2 (Figura R26). Estos resultados sugieren que ambas quinasas se encuentran 

involucradas en la apoptosis en respuesta al estímulo del H2O2 en mioblastos 

esqueléticos. 

A) 
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B) 

 

Figura R26. El H2O2 induce apoptosis a través de PKCδ y JNK en células 
C2C12. Las células fueron incubadas con medio sin suero en presencia o 
ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM) luego del pretratamiento durante 1h con 
queleritrina 2 µM (Q) o SP600125 10 µM (SP), o tratadas por 1h con PMA 1 µM. 
La inducción de apoptosis se determinó mediante ensayos de TUNEL. A) 
Imágenes representativas de cada condición ensayada. Objetivo 20X. B) 
Cuantificación de los resultados, que se expresaron como el porcentaje (%) de 
células TUNEL positivas. Los datos representan el promedio +/- SD de tres 
determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la condición 
control; # p< 0.05 respecto a la condición H2O2, 

 
Con la intención de encontrar una relación entre la conexión recién descripta 

entre ambas quinasas y p66Shc, las células fueron incubadas con el inhibidor de 

JNK antes de la adición del agente apoptótico, y luego ensayadas para la 

visualización de p-p66Shc. Los resultados obtenidos por Western blotting avalan el 

hecho de que JNK se encuentra involucrada en la fosforilación de p66Shc. Sin 

embargo, cuando la PKCδ fue inhibida, la fosforilación de p66Shc no sufrió 

cambios significativos (Figura R15). Posteriormente, se evaluó si JNK, además de 

fosforilar a p66Shc, contribuía para su translocación a mitocondria ya evidenciada. 

Para ello, las células fueron tratadas con el inhibidor de JNK antes de la 

incubación con el agente apoptótico, seguido de fraccionamiento subcelular para 

obtener las fracciones mitocondrial y citosólica. Mediante ensayos de Western 

blotting se observó que la activación de JNK es fundamental para la translocación 

de p66Shc a la mitocondria (Figura R16). 
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Teniendo en cuenta que la hormona inhibió la translocación de p66Shc a la 

mitocondria, mediada por JNK, se evaluó la posible relación entre el potencial de 

membrana mitocondrial (∆ψm) y p66Shc, para determinar si el efecto protector de 

la hormona sobre el ∆ψm involucraba a p66Shc. Para ello, las células fueron 

tratadas  con TMRM (20 nM, 30 min, 37°C)  y luego fueron incubadas con 

SP600125, antes de la adición del agente apoptótico (1h).  El potencial de 

membrana mitocondrial fue estimado analizando los niveles de fluorescencia del 

TMRM por microscopía de fluorescencia, expresándolos como % de intensidad de 

fluorescencia del TMRM respecto al control. Se observó que el inductor de 

apoptosis conduce a una disminución en el porcentaje de intensidad de 

fluorescencia del TMRM, indicativo de pérdida del ∆ψm, que fue restablecido por 

el pretratamiento con SP600125, el inhibidor de JNK, corroborado por un aumento 

en el % de intensidad de fluorescencia del TMRM (de 36,54 +/- 9,6% (H2O2) a 

151,39 +/- 3,1%) (Figura R27). Este resultado sugiere que JNK al estar 

involucrada en la pérdida del ∆ψm también podría estar modulando un evento 

relacionado: la apertura sostenida en el tiempo del poro de permeabilidad 

transitoria mitocondrial (MPTP), ya que la translocación mitocondrial de p66Shc 

requiere la activación de JNK y la fosforilación de p66Shc se ha relacionado con la 

apertura prolongada del MPTP. Estos resultados sugieren que p66Shc, activada 

por JNK, modularía la apertura del MPTP en respuesta al H2O2  en células 

musculares esqueléticas.  
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A) 

 

B) 

 

Figura R27. El H2O2 produce la pérdida del ∆ψm a través de JNK en células 
C2C12. Las células tratadas con TMRM (20 nM, 30 min, 37°C) fueron incubadas 
con medio sin suero en presencia o ausencia (C) de H2O2 (0,5 mM, 1h) luego del 
pretratamiento durante 1h con SP600125 10 µM (SP + H2O2) o vehículo. A) 
Imágenes representativas de cada condición ensayada. Objetivo 20x. B) 
Cuantificación de los resultados, que se expresaron como el porcentaje (%) de 
intensidad de fluorescencia proveniente del TMRM. Los datos representan el 
promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 
respecto a la condición control; # p< 0.05 respecto a la condición H2O2. 
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Capítulo 2: Efectos del 17β-estradiol sobre funciones mitocondriales 

y enzimas antioxidantes en la apoptosis inducida por peróxido de 

hidrógeno 

 Como ya se mencionó, sumado a su localización citosólica-nuclear, los ER 

también han sido encontrados en mitocondrias de células de músculo esquelético 

(Milanesi et al., 2008). Debido al papel central que cumple dicha organela en la 

apoptosis, es posible que la hormona E2 presente, entonces, un rol regulatorio 

sobre dicho proceso, afectando diferentes funciones mitocondriales. En concierto 

con esta posibilidad, se ha observado que la hormona es capaz de modular la 

actividad de enzimas antioxidantes, algunas de ellas de localización mitocondrial 

(Stirone et al., 2005).   

 Para estudiar el efecto protector, a nivel mitocondrial, mediado por el E2 

frente a la apoptosis, se decidieron evaluar parámetros afectados durante el 

proceso apoptótico, tales como: la función del poro de permeabilidad transitoria 

mitocondrial (MPTP), la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y su 

relación con la proteína proapoptótica Bax. Además, se evaluó el efecto de la 

hormona en la modulación de diferentes enzimas antioxidantes: manganeso 

superóxido dismutasa (MnSOD), glutatión peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT). 

 Finalmente, debido a que se ha evidenciado que un tipo particular de 

comunicación intercelular que involucra estructuras de membrana conocidas como 

TNTs, que generalmente se presenta ante condiciones de estrés celular (Wang y 

Gerdes, 2015), puede mediar la transferencia de mitocondrias, se decidió estudiar 

la existencia/formación de estas estructuras, el rol de las mismas y sus efectos 

sobre el destino celular final en este sistema experimental, en respuesta a la 

inducción de apoptosis con H2O2 y su regulación por E2. 
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2.1. El 17β-estradiol previene la apertura del poro de permeabilidad 

transitoria mitocondrial 

 Como se detalló en la Introducción de esta tesis, la liberación de citocromo 

c es un evento esencial a partir del cual irreversiblemente sucederá la apoptosis. 

Este suceso requiere de la pérdida de integridad y/o del incremento en la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial externa. Si bien distintos mecanismos 

han sido propuestos para explicar este evento, aún no se han establecido 

claramente las bases moleculares del mismo. Tanto miembros de la familia Bcl-2 

como el MPTP se han postulado como posibles intervinientes en este suceso 

(Revisado en Adams, 2003; Revisado en Gulbins et al., 2003).  

 Para evaluar si el E2 era capaz de modular la apertura del MPTP se utilizó la 

técnica de la calceína-AM con el agregado de CoCl2 (Petronilli et al., 1999). Con 

este fin, las células cargadas con calceína-AM/CoCl2 fueron incubadas durante 

diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h, 3h y 4h) con H2O2 (0,5 mM). Mediante 

citometría de flujo se demostró que la apertura del MPTP es evidenciable a partir 

de los 30 min de tratamiento con H2O2 y continúa hasta las 4h de tratamiento, 

momento en el que el descenso del porcentaje de células que presentan 

fluorescencia verde, indicativo de apertura sostenida del MPTP, es del 61% 

(Control vs H2O2 4h) (Figura R28). 
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Figura R28. El H2O2 induce la apertura sostenida del MPTP en células C2C12. 
Las células tratadas con calceína-AM/CoCl2 fueron incubadas con H2O2 (0,5 mM) 
durante los períodos de tiempo indicados (30 min, 1h, 3h y 4h) y, luego, 
analizadas por citometría de flujo (10000 eventos/condición). Los datos (%) 
representan el promedio de tres determinaciones independientes. FL-1: canal en 
el que se detecta fluorescencia verde. 
 
 Luego, las células fueron tratadas con calceína-AM/CoCl2 e incubadas con 

el vehículo de la hormona isopropanol (C), la hormona (E2), el agente apoptótico 

(H2O2 4h) o E2 antes de la inducción de apoptosis con H2O2 (E2 + H2O2). Por 

microscopía de fluorescencia se observó que el tratamiento con H2O2 conduce a 

una disminución significativa  de la intensidad de fluorescencia, poniendo de 

manifiesto la apertura sostenida del MPTP. El pretratamiento con el E2 revirtió este 

efecto inducido por el agente apoptótico, mostrando un rol protector de la hormona 

sobre la apertura de este poro (Figura R29 A-B).  
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 Estos datos se confirmaron por citometría de flujo. El tratamiento con H2O2 

llevó a una reducción en la calceína mitocondrial, evidenciado por una disminución 

de la señal en FL-1 (fluorescencia verde), comparado con el control (87,5 +/- 12,6 

vs 28 +/- 10,2 % células con fluorescencia verde, respectivamente). Sin embargo, 

cuando las células fueron pretratadas con E2 y luego se las indujo a apoptosis, el 

porcentaje de células con fluorescencia verde no presentó diferencias 

significativas con el control (79 +/- 17% vs 87,5 +/- 12,6%) (Figura R29 C). 

A) 
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B) 

 

 C) 

 

Figura R29. El 17β-estradiol previene la apertura del MPTP inducida por el 
H2O2 en células C2C12. Las células tratadas con calceína-AM/CoCl2 fueron 
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incubadas con el vehículo de la hormona, E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 4h) o E2 

(10-8 M, 1h) antes de la inducción de apoptosis con H2O2 (0,5 mM, 4h). A) 
Imágenes representativas del análisis de la apertura del MPTP mediante 
microscopía de fluorescencia. B) Cuantificación de la fluorescencia proveniente de 
la calceína mitocondrial (microscopía de fluorescencia). C) Imágenes 
representativas del análisis de la apertura del MPTP mediante citometría de flujo 
(10000 eventos/condición). El tratamiento con H2O2 induce una disminución 
significativa de la fluorescencia derivada de la calceína mitocondrial, mientras que 
el pretratamiento con E2 conduce a la recuperación de la señal fluorescente 
mitocondrial. La cuantificación de la fluorescencia fue realizada utilizando el 
programa ImageJ 1.46. Los datos (% o unidades arbitrarias) representan el 
promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas. FL-1: canal 
en el que se detecta fluorescencia verde.  *p <0.05 respecto a la condición control; 
#p <0.05 respecto a la condición H2O2.  
 
2.2. El 17β-estradiol previene la pérdida del potencial de membrana 

mitocondrial (∆ψm) 

 En la Introducción se describió que la apertura del MPTP puede asociarse a 

la pérdida del ∆ψm (Marchetti at al., 1996), por ello se evaluó si esta asociación se 

presentaba en este sistema experimental. La relación entre los mencionados 

eventos se analizó empleando el colorante catiónico JC-1 y citometría de flujo 

(Metodología). Las células C2C12 fueron incubadas con el colorante catiónico y 

luego fueron tratadas con H2O2 durante 4h. La Figura R30A muestra una 

pronunciada pérdida del ∆ψm a las 4h de tratamiento con H2O2 (21,6% vs 57,5%). 

Estos resultados fueron confirmados mediante la utilización del colorante TMRM y 

el posterior análisis por microscopía de fluorescencia. Como se describió en 

Metodología, el TMRM se incorpora en las mitocondrias con potencial de 

membrana conservado. Las células vivas fueron tratadas con el colorante 

catiónico TMRM (20 nM, 30 min, 37°C), para luego recibir el tratamiento con H2O2 

durante 4h. Los resultados de este ensayo (Figura R30B-C) fueron comparables a 

los obtenidos por citometría de flujo. 
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A)  

 

B) 

 
C) 

 
Figura R30. El H2O2 induce la pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial en células C2C12. Las células tratadas con el colorante JC-1 o 
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con TMRM fueron incubadas con H2O2 (0,5 mM, 4h) y luego analizadas mediante 
citometría de flujo (10000 eventos/condición) y microscopía de fluorescencia, 
respectivamente. A) Imágenes representativas del análisis de la pérdida del ∆ψm 
por citometría de flujo. B) Imágenes representativas del análisis de la pérdida del 
∆ψm por microscopía de fluorescencia. C) Cuantificación de la fluorescencia 
proveniente del TMRM (microscopía de fluorescencia). La cuantificación de la 
fluorescencia fue realizada utilizando el programa ImageJ 1.46. FL-1: canal en el 
que se detecta fluorescencia verde. FL-2: canal en el que se detecta 
fluorescencia roja. Los datos (%) representan el promedio +/- SD de tres 

determinaciones independientes realizadas. *p<0.05 respecto a la condición 

control.  
 

 A continuación, se estudió si la hormona podía revertir la pérdida del ∆ψm 

inducida por el agente apoptótico. Para ello, las células vivas fueron tratadas con 

el colorante catiónico TMRM (20 nM, 30 min, 37°C), para luego recibir los distintos 

tratamientos: el vehículo de la hormona (C), E2, H2O2, E2 antes de la adición de 

H2O2 (E2 + H2O2), o fulvestrant y E2 antes de la incubación con H2O2 (E2 + H2O2 + 

F). Posteriormente, se analizaron por microscopía de fluorescencia. La pérdida del 

∆ψm fue estimada cuantificando la intensidad de fluorescencia en cada condición, 

mediante la utilización del programa de análisis de imágenes ImageJ. Los 

resultados se expresaron como porcentaje de intensidad de fluorescencia respecto 

al control. Se observó que el H2O2 condujo a una disminución en el % de 

intensidad de fluorescencia del TMRM del 63,5% mientras que el pretratamiento 

con la hormona restauró la intensidad de fluorescencia a niveles similares a los del 

control, demostrando que el E2 es capaz de prevenir la pérdida del ∆ψm. La 

incubación con el inhibidor fulvestrant y E2 previo a la inducción de apoptosis 

arrojó una disminución de la intensidad de fluorescencia del TMRM similar a la de 

la condición H2O2 (42,56% vs 36,54%, respectivamente) sugiriendo que los ER 

están involucrados en esta respuesta (Figura R31). 
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A) 

 

B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R31. El 17β-estradiol previene la pérdida del ∆ψm inducida por el H2O2 
en células C2C12. Las células tratadas con el colorante TMRM fueron incubadas 
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con el vehículo de la hormona, E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 4h), E2 (10-8 M, 1h) 
antes de la inducción de apoptosis con H2O2 (0,5 mM, 4h), o  fulvestrant (1 µM, 
1h) y E2 (10-8 M, 1h) antes de la inducción de apoptosis con H2O2 (0,5 mM, 4h), 
como se describió en Metodología, y luego analizadas mediante microscopía de 
fluorescencia. A) Imágenes representativas del análisis de la pérdida del ∆ψm por 
microscopía de fluorescencia. C) Cuantificación de la fluorescencia proveniente 
del TMRM. La cuantificación de la fluorescencia fue realizada utilizando el 
programa ImageJ 1.46. Los datos (%) representan el promedio +/- SD de tres 

determinaciones independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la condición 

control. #p <0.05 respecto a la condición H2O2.  
 
2.3. El 17β-estradiol inhibe la translocación de la proteína Bax hacia la 

mitocondria 

 En condiciones normales, la proteína de la familia Bcl-2, Bax, se encuentra 

en su forma monomérica en el citosol o débilmente unida a la membrana 

mitocondrial externa. Luego de la inducción apoptótica, se ha evidenciado que 

esta proteína proapoptótica es capaz de cambiar su localización e insertarse en la 

membrana mitocondrial.  

 Con el fin de correlacionar los resultados descriptos anteriormente con la 

participación de Bax, las células fueron incubadas con H2O2 durante diferentes 

períodos de tiempo (1h, 3h y 4h). En ensayos de inmunocitoquímica utilizando un 

anticuerpo específico dirigido contra Bax (fluorescencia verde) y el colorante 

Mitotracker Red (fluorescencia roja) como marcador mitocondrial,  se observó que 

el H2O2 conduce a la translocación de Bax desde el citosol a las mitocondrias 

(fluorescencia amarilla, por superposición de las fluorescencias verde y roja), que 

es evidenciable luego de 3h de la adición del agente apoptótico. La condición 

control mostró fluorescencia verde, homogéneamente dispersa en el citoplasma, 

indicando la presencia de Bax en este compartimento. Además, los resultados 

obtenidos muestran que la translocación observada de esta proteína proapoptótica 

se da de manera tiempo-dependiente. Asimismo, para corroborar estos resultados, 

se realizaron fraccionamientos subcelulares de células expuestas a las mismas 

condiciones experimentales y se obtuvieron las fracciones enriquecidas en citosol 

y mitocondrias por centrifugación diferencial. Estas fracciones fueron utilizadas en 
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ensayos de Western blotting, empleando anticuerpos específicos dirigidos contra 

Bax y citocromo c oxidasa-IV, este último utilizado como marcador de fracción 

mitocondrial (Figura R32). 

A) 

                    

 

B) 

 
Figura R32. El H2O2 promueve la translocación de Bax a mitocondrias en 
células C2C12. Las células fueron incubadas con H2O2 (0,5 mM) por diferentes 
períodos de tiempo (1h, 3h y 4h). A) Imágenes representativas obtenidas luego del 
tratamiento con Mitotracker  Red (fluorescencia roja) y anticuerpo anti-Bax seguido 
de la incubación con un anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo 
(fluorescencia verde). En la condición control, Bax se vislualiza homogéneamente 
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distribuida en el citosol mientras que el tratamiento con H2O2 induce la 
translocación de esta proteína proapoptótica hacia la mitocondria (fluorescencia 
amarilla). B) Los lisados proteicos adquiridos fueron empleados para la obtención 
de las fracciones mitocondriales y citosólicas mediante centrifugación diferencial 
con las que, luego, se realizaron ensayos de Western blotting usando anticuerpo 
específico anti-Bax. Como marcador mitocondrial se empleó un anticuerpo dirigido 
contra la proteína COX-IV. Las imágenes son representativas de tres 
determinaciones independientes realizadas. 
 
 Para evaluar si la hormona esteroidea era capaz de ejercer un efecto 

protector frente al agente apoptótico, inhibiendo la translocación de Bax 

evidenciada, las células fueron incubadas con el colorante Mitotracker Red 

(fluorescencia roja) y tratadas con el vehículo de la hormona (C), E2, H2O2 (4h) o 

E2 antes de la inducción de apoptosis (E2 + H2O2). Se realizaron ensayos de 

inmunocitoquímica y se observó que en presencia de la hormona no se produjo la 

translocación de Bax a mitocondria inducida por el H2O2, demostrada por la 

visualización de fluorescencia verde difusamente distribuida en el citosol similar a 

la de la condición control. Estos resultados también fueron corroborados 

realizando ensayos de Western blotting con fracciones enriquecidas en citosol y 

mitocondrias obtenidas por centrifugación diferencial de células expuestas a las 

mismas condiciones experimentales empleando anticuerpos específicos dirigidos 

contra Bax y contra citocromo c oxidasa-IV (COX IV) utilizado como marcador de 

fracción mitocondrial (Figura R33). 

A) 
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B)  

 

Figura R33. El 17β-estradiol impide la translocación de Bax inducida por el 
H2O2 en células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la 
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hormona (Control), E2 (10-8 M), H2O2 (0,5 mM) o E2 antes del agregado de H2O2. A) 
Los lisados proteicos adquiridos fueron empleados para la obtención de las 
fracciones mitocondriales y citosólicas mediante centrifugación diferencial con las 
que, luego, se realizaron ensayos de Western blotting usando un anticuerpo 
específico anti-Bax. Como marcador mitocondrial se empleó un anticuerpo dirigido 
contra la proteína COX-IV. B) Imágenes representativas obtenidas luego del 
tratamiento con Mitotracker Red (fluorescencia roja) y anticuerpo anti-Bax seguido 
de la incubación con un anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo 
(fluorescencia verde). Las imágenes son representativas de tres determinaciones 
independientes realizadas. 
 
2.4. El 17β-estradiol modula la actividad y expresión de la enzima 

manganeso superóxido dismutasa (MnSOD) 

 Como fue mencionado al inicio de este capítulo, E2 es capaz de regular la 

actividad de enzimas antioxidantes (Stirone et al., 2005).  Es por ello que con el 

objeto de evaluar si la hormona ejercía su efecto antiapoptótico regulando a la 

enzima antioxidante mitocondrial MnSOD, se analizaron los niveles de expresión 

proteica por Western blotting y la actividad enzimática de la misma mediante un 

ensayo colorimétrico. Las células fueron incubadas durante diferentes períodos de 

tiempo con la hormona (40 min, 1h y 2h), observándose un aumento significativo 

en su expresión proteica a las 2h de tratamiento (122 +/- 6,8% de incremento 

sobre el control). En presencia del antagonista del receptor de estrógenos, 

fulvestrant, la hormona fue incapaz de producir este incremento, sugiriendo la 

participación del ER en dicho efecto (Figura R34A). Asimismo, para evaluar el rol 

de la hormona sobre la actividad enzimática de la MnSOD, se obtuvieron 

fracciones enriquecidas en mitocondrias por centrifugación diferencial de células 

incubadas con E2 (40 min, 1h y 2h) y se determinó la actividad de la enzima como 

se describió en Metodología. Se observó un aumento en la actividad de la enzima 

a la hora y 2h de tratamiento con la hormona (45 +/- 1,7%  y 48 +/- 1,1%  sobre el 

control, respectivamente). La incubación con fulvestrant antes del agregado de la 

hormona previno este aumento (Figura R34 B).  

 

 



                                                                                                                  Resultados 

125  

 

A) 

 

B) 

 

Figura R34. El 17β-estradiol incrementa la actividad y expresión de la enzima 
MnSOD en células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la 
hormona (C), E2 (10-8M) por diferentes períodos de tiempo (40 min, 1h, 2h) o 
fulvestrant (1 µM, 1h) previo al agregado de E2 (10-8M, 2h). A) Los lisados 
proteicos adquiridos fueron empleados en ensayos de Western blotting usando un 
anticuerpo específico anti-MnSOD y un anticuerpo dirigido contra la proteína β-
tubulina como control de siembra (Panel superior). Cuantificación de la expresión 
de MnSOD, utilizando el programa ImageJ 1.46 (Panel inferior). B) Cuantificación 
de la actividad enzimática de la MnSOD en fracciones mitocondriales. Los datos 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control. #p <0.05 respecto a la 

condición E2  (2h).  
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 Asimismo, se evidenció por Western blotting que el H2O2 disminuyó la 

expresión de la MnSOD (61 +/- 4,6% respecto al control) y que el pretratamiento 

con E2 previo a la adición del agente apoptótico, revirtió este efecto (Figura R35).    

 

Figura R35. El 17β-estradiol restituye la expresión de MnSOD en células 
C2C12 tratadas con H2O2. Las células fueron incubadas con el vehículo de la 
hormona (C), E2 (10-8M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 4h) o E2 (10-8M, 1h) previo al agregado 
de H2O2 (0,5 mM, 4h). Los lisados proteicos adquiridos fueron empleados en 
ensayos de Western blotting usando un anticuerpo específico anti-MnSOD y un 
anticuerpo dirigido contra la proteína β-tubulina como control de siembra. Se 
muestra su correspondiente cuantificación utilizando el programa ImageJ 1.46. Los 
datos representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control. #p <0.05 respecto a la 

condición H2O2. 
 
2.5. El 17β-estradiol modula la actividad de la enzima catalasa (CAT) 

 Como se mencionó en la Introducción, otra enzima que cumple un rol 

antioxidante importante es la catalasa. Con el fin de evaluar si la hormona regula a 

esta enzima ejerciendo así su efecto protector, se realizaron ensayos, según se 

describió en Metodología, para determinar su actividad. Para ello, las células 

fueron incubadas con el vehículo de la hormona (C) o E2 durante diferentes 

períodos de tiempo (15 min, 30 min, 1h y 2h), observándose un aumento 

significativo de la actividad a partir de los 15 min de tratamiento (199,96 +/- 36,7% 

sobre el control). Este efecto se mantuvo hasta la condición de 1h para luego 
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disminuir hasta niveles comparables a los del control a las 2h de tratamiento. La 

adición del antagonista del receptor de estrógenos (ER) fulvestrant (1 µM) antes 

de la incubación con E2 (15 min, 30 min y 1h) llevó a la disminución de este efecto, 

sugiriendo la participación de los ER (Figura R36). 

 

Figura R36.  El 17β-estradiol mediante los ERs modula la actividad de la 
enzima catalasa en células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo 
de la hormona (C), E2 (10-8 M) durante diferentes períodos de tiempo (15 min, 30 
min, 1h y 2h), o fulvestrant (1 µM, 1h) previo al tratamiento con E2 (10-8 M) durante 
los mismos períodos y, luego, se determinó la actividad de la catalasa. Los datos 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas. *p<0.05 respecto a la condición control. #p<0.05 respecto a la 

condición E2 (15 min). 
 
 Además, se evidenció que el H2O2 disminuyó la actividad de la catalasa a 

los 15 min, 30 min y 1 h de tratamiento (48,21 +/-18,85, 55,27 +/- 7,92 y 49,64 +/- 

22,73 % respecto al control, respectivamente), mientras que en períodos más 

avanzados del proceso apoptótico (3h y 4h de H2O2) no se observaron diferencias 

significativas con la condición control. Para evaluar el efecto protector de la 

hormona, se realizó el pretratamiento de las células C2C12 con E2 (10-8 M) por un 

período de 15 min, que ya se demostró que induce un aumento significativo en la 

actividad de esta enzima, previo a la adición del agente apoptótico. Se observó 

que la preincubación con la hormona revirtió el efecto del H2O2 sólo en los 

períodos de 15 min y 30 min de tratamiento con H2O2, no así a la hora de 

tratamiento. Para evaluar la intervención del receptor de estrógenos (ER), las 
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células fueron tratadas con fulvestrant (1 µM, 1h) o el antagonista del ERα, MPP 

(100 nM, 1h) junto con E2 (10-8 M, 15 min) antes de la inducción de apoptosis. Se 

evidenció que la presencia del antagonista fulvestrant llevó a la disminución de 

este efecto, demostrando la participación de los ER. Así también, la presencia del 

antagonista del ERα condujo a resultados comparables a los obtenidos con 

fulvestrant, sugiriendo que esta isoforma del receptor es la principal implicada en 

el efecto protector aquí observado (Figura R37). 

 

Figura R37. El 17β-estradiol restablece la actividad de la catalasa en células 
C2C12 tratadas con H2O2 a través del ERα. Las células fueron incubadas con el 
vehículo de la hormona (C), fulvestrant (1 µM, 1h) o MPP (100 nM, 1h) junto con 
E2 (10-8 M, 15 min), o E2 (10-8 M, 15 min) previo al agregado de H2O2 (0,5 mM) 
durante los períodos de tiempo indicados y, luego, se determinó la actividad de la 
catalasa. Los datos representan el promedio +/- SD de tres determinaciones 

independientes realizadas. *p<0.05 respecto a la condición control. #p<0.05 

respecto a la condición H2O2 correspondiente. 
+
p<0.05 respecto a la condición E2 + 

H2O2 correspondiente. 
 
2.6. El 17β-estradiol modula la actividad de la enzima glutatión peroxidasa 

(GPx) 

 Para continuar con el análisis de los componentes celulares que actúan en 

la regulación de las ROS, interviniendo en el rol antiapoptótico de E2, se estudió el 

efecto de la hormona sobre la enzima antioxidante glutatión peroxidasa. Se 

evaluaron los niveles de expresión proteica por Western blotting y los de actividad 

enzimática. Si bien no se observaron cambios en el nivel de expresión de la 
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proteína (Figura R38), no sucedió lo mismo al analizar la actividad de esta enzima 

antioxidante. Las células fueron incubadas con el vehículo de la hormona (C) o E2 

durante diferentes períodos de tiempo (5 min, 30 min y 1h), observándose un 

aumento significativo de la actividad en todos los tiempos ensayados (120,89 +/- 

7,32, 118,86 +/- 15,59 y 92,85 +/- 25,00 % sobre el control). Como se observa en 

la Figura R39, los ensayos  en presencia de fulvestrant, sugieren que este efecto 

de la hormona es mediado por ERs. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R38. El 17β-estradiol no afecta la expresión de la enzima glutatión 
peroxidasa en células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la 
hormona (C) o E2 (10-8 M) durante diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h y 2h). 
Los lisados proteicos adquiridos fueron empleados en ensayos de Western blotting 
usando un anticuerpo específico anti-GPx y un anticuerpo dirigido contra la 
proteína β-tubulina como control de siembra. El blot es representativo de tres 
determinaciones independientes.  

 

Figura R39. El 17β-estradiol modula la actividad de la enzima glutatión 
peroxidasa en células C2C12. Las células fueron incubadas durante 1h en 
presencia (+ F) o ausencia (- F) de fulvestrant 1 µM antes del tratamiento con el 
vehículo de la hormona (C) o la hormona 10-8 M (E2) durante diferentes períodos 
de tiempo (5 min, 30 min y 1h) y, luego, se determinó la actividad de la glutatión 
peroxidasa. Los datos (%) representan el promedio +/- SD de tres determinaciones 

independientes realizadas. *p <0.05 respecto a la condición control. #p <0.05 

respecto a la condición E2 correspondiente. 
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 De la misma forma que se procedió con las otras enzimas antioxidantes, se 

estudió si el H2O2 afectaba la actividad de la glutatión peroxidasa. Si bien se 

observó una disminución de la actividad de esta enzima en todos los períodos de 

tiempo ensayados (15 min, 30 min, 1h, 3h y 4h) respecto a la condición control, 

estas diferencias no fueron significativas. En el mismo sentido, aunque se 

observaron aumentos en la actividad de esta enzima cuando estaba presente la 

hormona previo a la adición del agente apoptótico, estos cambios no fueron 

estadísticamente significativos (Figura R40). 

 
Figura R40. El 17β-estradiol no modula la actividad de la glutatión 
peroxidasa en células C2C12 tratadas con H2O2. Las células fueron incubadas 
durante 30 min en presencia (+ E2) o ausencia (-E2) de la hormona 10-8 M previo al 
agregado de H2O2 (0,5 mM) durante los períodos de tiempo indicados y, luego, se 
determinó la actividad de la glutatión peroxidasa. Los datos representan el 
promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas.  
 
2.7. El 17β-estradiol disminuye la formación de estructuras celulares tipo-

tunneling nanotubes (TNT)  

 Como se describió en la Introducción de esta tesis, las células bajo 

condiciones de estrés, son ampliamente influenciadas por redes de comunicación 

intercelular, que pueden modular su destino celular final. En efecto, durante el 

proceso apoptótico se ha evidenciado la existencia de un tipo particular de 

comunicación entre las células en la que intervienen los tunneling nanotubes 

(TNT). Estos canales pueden mediar, por ejemplo, la transferencia de organelas 
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intracelulares y/o proteínas reguladoras de la apoptosis para alterar el destino de 

la célula receptora. 

 En primer lugar, con el fin de evaluar la formación de estrucutras 

compatibles con TNT bajo condiciones apoptóticas, las células C2C12 fueron 

expuestas al agente apoptótico (H2O2: 0,5 mM, 1h) y analizadas por microscopía 

óptica de campo claro. Se observó que el agregado del inductor de apoptosis 

conduce a un aumento signigicativo en el número de células que emiten estas 

estructuras (de 7,31% a 59,16%), así como también en el número de proyecciones 

por célula. Sin embargo, la preincubación con E2 (10-8 M, 1h) antes del agregado 

de H2O2 (0,5 mM, 1h) disminuye significativamente la formación de estos canales 

tipo-TNT en la población celular (de 59,16 % a 17,36%) y a nivel celular individual 

(Figura R41). 

A) 
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B) 

 

Figura R41. El 17β-estradiol disminuye la formación de estructuras tipo-TNT 
en células C2C12. Las células fueron incubadas con el vehículo de la hormona 
(C), E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 1h), o E2 (10-8 M, 1h) antes de la adición de 
H2O2 (0,5 mM, 1h). A) Imágenes representativas obtenidas por microscopía óptica 
de campo claro. B) Cuantificación del % de células que emiten proyecciones tipo-
TNT. En cada condición experimental, se analizaron un total de 100 células. Los 
datos corresponden a tres determinaciones independientes.  
 
 Luego, se estudió la composición de estas estructuras tipo-TNT en las 

células C2C12. Si bien está descripto que los nanotubos se encuentran 

conformados por filamentos de actina, otras componentes del citoesqueleto 

también pueden formar parte de estas estructuras. En efecto, en algunos tipos 

celulares se ha evidenciado la presencia de microtúbulos en los nanotubos. Con 

este fin, se realizaron ensayos de inmunocitoquímica en los que las células 

C2C12, bajo condiciones apoptóticas, fueron tratadas con un anticuerpo específico 

dirigido contra actina (fluorescencia verde), para poner en evidencia la presencia 

de filamentos de actina, o con un anticuerpo específico dirigido contra tubulina 

(fluorescencia verde), para poner de manifiesto la presencia de microtúbulos en 

las proyecciones celulares tipo-TNT evidenciadas. Se observó fluorescencia 

derivada no solo de la presencia de actina sino también de tubulina, demostrando 

que ambos filamentos forman parte de estas estructuras tipo-TNT en las células 

C2C12 (Figura R42). 
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Figura R42. Las proyecciones celulares tipo-TNT están formadas por 
filamentos de actina y microtúbulos en células C2C12. Las células C2C12 
fueron tratadas con H2O2 (0,5 mM). Se muestran imágenes representativas 
obtenidas luego del tratamiento con anticuerpo anti-actina (izquierda) o con 
anticuerpo anti-tubulina (derecha), cada uno de ellos seguido de la incubación con 
un anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo (fluorescencia verde). Se 
indican mediante flechas la presencia de estructuras celulares tipo-TNT. Las 
imágenes son representativas de tres determinaciones independientes. Objetivo 
63X 
 
2.8. Las estructuras celulares tipo-TNT intervienen en el tráfico de 

mitocondrias   

  Con el fin de investigar el rol de estas estructuras que se forman en 

condiciones de estrés, se estudió si estas proyecciones celulares podían mediar la 

transferencia de mitocondrias entre células. Para ello, las células fueron tratadas 

con medio sin suero (Control) o el inductor de apoptosis, H2O2 (0,5 mM, 1h), 

incubadas con Mitotracker Red (1 µM, 30 min) y analizadas por microscopía de 

fluorescencia. Mediante la utilización de esta marcación mitocondrial, se observó 

bajo condiciones apoptóticas la presencia de mitocondrias en estas estructuras, 

sugiriendo que se encontraban en tránsito desde una célula a otra célula receptora 

(indicado con flechas) (Figura R43 A). Con el fin de corroborar la transferencia de 

mitocondrias, se realizó otra experiencia en la que se utilizaron dos cultivos 
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celulares. Uno de ellos se trató con Mitotracker Green (100 nM, 30 min) y a la otra 

población celular se la incubó con Mitotracker Red (1 µM, 30 min), para diferenciar 

las mitocondrias provenientes de ambas poblaciones. Luego, para cada condición 

experimental a ensayar, se preparó una mezcla de ambas poblaciones celulares, 

marcadas en forma diferencial, en relación 1:1. Las mezclas celulares fueron 

incubadas con medio sin suero (C) o expuestas al agente apoptótico H2O2 (0,5 

mM, 1h), y analizadas por microscopía de fluorescencia. Se observó que el 

inductor de apoptosis promueve el pasaje de mitocondrias a través de las 

estructuras tipo-TNT, puesto de manifiesto por la presencia de células con doble 

marcación (fluorescencias verde y roja) debido al pasaje de mitocondrias a través 

de las estructuras celulares tipo-TNT (Figura R43 B). 

A)  

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                  Resultados 

135  

 

B) 

 
Figura R43. El H2O2 promueve el pasaje de mitocondrias a través de las 
estructuras tipo-TNT en células C2C12. A) Las células recibieron los distintos 
tratamientos: medio sin suero (Control) o el agente apoptótico, H2O2 (0,5 mM, 1h) 
y, luego, fueron tratadas con Mitotracker Red (fluorescencia roja). Las imágenes 
obtenidas por microscopía de fluorescencia son representativas de tres 
determinaciones independientes. Objetivo 40X. B) Las células tratadas con 
Mitotracker Green (fluorescencia verde) o Mitotracker Red (fluorescencia roja) 
fueron mezcladas en una relación 1:1, y luego recibieron los distintos tratamientos: 
medio sin suero (Control) o el agente apoptótico, H2O2 (0,5 mM, 1h). Se muestran 
imágenes representativas obtenidas por microscopía de fluorescencia de tres 
determinaciones independientes. Objetivo 60X. 
 
 Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos anteriores, en los 

que el H2O2 incrementaba la formación de estas estructuras celulares tipo-TNT, se 

planteó que estas podían formarse para expandir la señal apoptótica entre las 

células, o para tomar “componentes” sanos de otras células y así rescatarse del 

estímulo apoptótico. Con el fin de responder a este interrogante, se decidió 

evaluar cuál era la función que cumplían estas estructuras de membrana en este 

modelo experimental. Para ello, se realizaron dos series de experimentos. En el 

primero de ellos, las células C2C12 fueron incubadas con el vehículo de la 

hormona (C), E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 1h), o preincubadas con E2 (10-8 M, 

1h) antes de la inducción de apoptosis con H2O2 (0,5 mM, 1h) (E2 +  H2O2), y luego 

fueron tratadas con el colorante nuclear DAPI (300 nM, 20 min). Al mismo tiempo, 
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otro grupo de células C2C12 no recibió tratamiento alguno y fue incubado con el 

colorante mitocondrial Mitotracker Red (1 µM, 30 min). Luego, las células en 

cultivo de cada condición experimental (marcadas con DAPI) se mezclaron con las 

células no tratadas (marcadas con Mitotracker Red) obteniendo, entonces, para 

cada condición experimental, una población en cultivo formada por células con 

mitocondrias marcadas rojas (no tratadas) junto con células con núcleos azules 

(tratadas) y, finalmente, fueron analizadas por microscopía de fluorescencia. En 

respuesta al tratamiento con H2O2, se observó un aumento  en el porcentaje (%) 

de células que presentan ambas marcaciones (fluorescencias roja y zul, 227,11%) 

respecto al control, revelando que la transferencia de mitocondrias a través de las 

estructuras tipo-TNT ocurre desde las células no estresadas (no tratadas, 

fluorescencia derivada de Mitotracker Red) hacia las tratadas con el agente 

apoptótico (estresadas, fluorescencia derivada de DAPI), en un intento de 

rescatarlas del proceso de apoptosis. Sin embargo, al evaluar el efecto del E2 en 

la transferencia de mitocondrias a través de estas estructuras, se observó una 

disminución en el % de células que presentan en forma simultánea ambas 

tinciones respecto a la condición H2O2 (143,19%), demostrando que el E2, al 

disminuir la formación de los nanotubos, también afecta negativamente el pasaje 

de mitocondrias desde una célula a otra a través de ellos (Figura R44).  
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A) 

 
 
B) 

 

Figura R44. Las estructuras tipo-TNT transportan mitocondrias desde células 
no estresadas hacia células tratadas con H2O2 en células C2C12.  Las células 
fueron tratadas con el vehículo de la hormona (C), E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 
1h), o E2 (10-8 M, 1h) antes de la adición de H2O2 (0,5 mM, 1h) (E2 + H2O2) y luego 
incubadas con DAPI (300 nM, 20 min), o no tratadas e incubadas con Mitotracker 
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Red (1 µM, 30 min). Las mezclas celulares obtenidas se dejaron a 37°C durante 
4h y, luego, fueron observadas por microscopía de fluorescencia. A) Imágenes 
representativas de cada condición experimental. B) Cuantificación del porcentaje 
de células que presentan ambas marcaciones (DAPI + Mitotracker Red). Las 
imágenes son representativas de tres determinaciones independientes. 
 
 Posteriormente, se realizó un segundo ensayo en el que las células C2C12 

incubadas con el vehículo de la hormona (C), E2 (10-8 M, 1h), H2O2 (0,5 mM, 1h), o 

preincubadas con E2 (10-8 M, 1h) antes de la inducción de apoptosis con H2O2 (0,5 

mM, 1h) (E2 +  H2O2) fueron tratadas con el colorante Mitotracker Red (1 µM, 30 

min). Al mismo tiempo, otro grupo de células C2C12 no recibió ningún tratamiento 

y fue incubado con el colorante nuclear DAPI (300 nM, 20 min), permaneciendo 

las mitocondrias de estas células sin marca alguna. Luego, de la misma manera 

que en el experimento anterior, las células en cultivo de cada condición 

experimental (teñidas con Mitotracker) fueron mezcladas con las células marcadas 

con DAPI pero no tratadas y, luego, fueron analizadas por microscopía de 

fluorescencia. En concordancia con los resultados anteriormente presentados, en 

este experimento no se observaron diferencias significativas en el % de células 

que presentan ambas marcaciones bajo condiciones apoptóticas (H2O2) o en 

aquellas incubadas previamente con E2 antes de la inducción de apoptosis, 

respecto al control (Figura R45). 
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Figura R45. El pasaje de mitocondrias a través de las estructuras tipo-TNT 
inducido por H2O2 no propaga la señal apoptótica en células C2C12. Las 
células fueron tratadas con el vehículo de la hormona (C), E2 (10-8 M, 1h), H2O2 

(0,5 mM, 1h), o E2 (10-8 M, 1h) antes de la adición de H2O2 (0,5 mM, 1h) (E2 + 
H2O2) y luego incubadas con Mitotracker Red (1 µM, 30 min), o no tratadas e 
incubadas con DAPI (300 nM, 20 min). Las mezclas celulares obtenidas se 
dejaron a 37°C durante 4h y, luego, fueron observadas por microscopía de 
fluorescencia. Se muestra la cuantificación del porcentaje de células que 
presentan ambas marcaciones (Mitotracker Red + DAPI) de tres determinaciones 
independientes. 
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Capítulo 3: Regulación génica mediada por el 17β-estradiol frente 

a la apoptosis inducida por peróxido de hidrógeno 

 Como fue descripto en la Introducción, la apoptosis se define como una 

forma de muerte celular genéticamente controlada. La maquinaria básica que 

interviene en la apoptosis se encuentra presente en todo el mundo animal y la 

activación de este proceso de muerte está finamente regulada por el balance entre 

numerosas señales (Bursch, 1992). Uno de los mecanismos encargados de 

regular la apoptosis lo contituye el control de la maquinaria genética. 

 Para evaluar si en el efecto protector mediado por el E2 frente a la apoptosis 

estaba involucrada la activación o represión transcripcional de diferentes genes 

tanto apoptóticos como antiapoptóticos, se realizaron ensayos de RT-qPCR. El 

efecto del agente apoptótico se estudió exponiendo a las células C2C12 al H2O2 

durante diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h, 3h y 4h), de acuerdo a lo 

descripto en Metodología. Para investigar el efecto de la hormona, las células 

fueron preincubadas con la misma durante 1h y luego tratadas con H2O2 durante 

los mismos períodos de tiempo. En otra serie de experimentos, para estudiar el 

efecto de ERK, las células fueron tratadas con el inhibidor específico PD96059 

durante 1h y luego incubadas con el inductor de apoptosis (30 min, 1h, 3h y 4h). 

3.1. Bcl-2 

 Se ha reportado ampliamente que la sobreexpresión de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2, de la familia Bcl-2, conduce a la inhibición de la muerte 

celular, revirtiendo los cambios clásicos observados durante la apoptosis 

(Korsmeyer, 1999). 

 Conforme con esas observaciones, en el presente trabajo de tesis, se 

demostró que el tratamiento con el agente apoptótico (4h) conduce a una 

disminución de hasta el 52,12% en el nivel de expresión del ARNm de esta 

proteína antiapoptótica de manera dependiente del tiempo (Figura R46). La 
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preincubación con E2 (1h) antes del agregado de H2O2 indujo un aumento de 

hasta el 66,62% sobre el control (30 min) en el nivel de su ARNm (Figura R46). 

Estos resultados sugieren que, en el efecto protector de la hormona en células 

C2C12 frente al estímulo apoptótico, interviene la regulación positiva de Bcl-2 a 

nivel transcripcional.  

 

Figura R46. El 17β-estradiol revierte la disminución del nivel de ARNm de 
Bcl-2 inducido por el H2O2 en células C2C12. Las células fueron tratadas con el 
vehículo de la hormona (C), H2O2 (0,5 mM) durante 30 min, 1h, 3h y 4h, o E2 (10-8 

M, 1h)  antes del agregado de H2O2 (0,5 mM) durante los mismos períodos de 
tiempo. Las muestras obtenidas fueron utilizadas en ensayos de RT-qPCR para 
evaluar los niveles de ARNm de Bcl-2. GAPDH fue usado como gen endógeno 
para la normalización. El método comparativo ∆Ct fue utilizado para la 
cuantificación relativa de la expresión génica. Los resultados obtenidos (%) 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas de muestras de ADNc ensayadas por duplicado. *p<0.05 respecto a la 

condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2 correspondiente.  
 
3.2. Bim 

 Bim es un miembro proapoptótico de la familia Bcl-2 que pertenece al 

subgrupo de proteínas solo-BH3. Como otros miembros de este subgrupo, 

presenta la capacidad de unirse a proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2, 

aunque el rol que ejerce sobre ellas no está totalmente esclarecido.  En efecto, se 

desconoce cuál es la función que prima ante la interacción entre proteínas 
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proapoptóticas y antiapoptóticas. Se ha observado que esto dependería de la 

clase de estímulo y del tipo celular. 

 Cuando se evaluó el rol del agente apoptótico sobre la actividad 

transcripcional de Bim, se evidenció que el H2O2 conduce al aumento en el nivel 

de expresión del ARNm de Bim desde los 30 min de tratamiento (99,42% sobre el 

control), efecto que se mantiene en los períodos de tiempo subsiguientes 

ensayados, alcanzando el máximo a las 3h de incubación (232,42% sobre el 

control). Por su parte, al estudiar si el agregado de la hormona previo a la 

inducción de apoptosis conducía a cambios en los niveles de expresión del ARNm 

de Bim ya observados, se evidenció que en todos los períodos de tiempo 

ensayados la hormona induce aumentos en la transcripción del ARNm de Bim 

superiores a los del agente apoptótico solo (Figura R47). 

 

Figura R47. Regulación positiva del nivel de ARNm de Bim mediada por el 
17β-estradiol y el H2O2 en células C2C12. Las células fueron tratadas con el 
vehículo de la hormona (C), H2O2 (0,5 mM) durante 30 min, 1h, 3h y 4h, o E2 (10-

8M, 1h) antes del agregado de H2O2 (0,5 mM) durante los mismos períodos de 
tiempo. Las muestras obtenidas fueron utilizadas en ensayos de RT-qPCR para 
evaluar los niveles de ARNm de Bim. GAPDH fue usado como gen endógeno para 
la normalización. El método comparativo ∆Ct fue utilizado para la cuantificación 
relativa de la expresión génica. Los resultados obtenidos (%) representan el 
promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas de muestras 
de ADNc ensayadas por duplicado.  
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3.3. Puma 

 La proteína proapoptótica de la familia Bcl-2, PUMA, se ha involucrado, 

generalmente, en la apoptosis inducida por estrés y regulada por p53 (Nakano y 

Vousden, 2001; Yu et al., 2001). Sin embargo, PUMA también es activada por 

otros factores de transcripción. En efecto, esta proteína de la familia Bcl-2 es 

capaz de inducir apoptosis, sin la intervención de p53, en respuesta a su 

activación mediada por FoxO3a (Discutido en Yu y Zhang, 2008). Es por ello que, 

hasta el momento, la actividad de PUMA parecería que se encuentra 

exclusivamente controlada a nivel transcripcional (Discutido en Yu y Zhang, 2008). 

 Cuando se evaluó el efecto del agente apoptótico sobre la expresión de 

PUMA, se evidenció que el H2O2  induce un aumento en su nivel de expresión a 

partir de los 30 min de tratamiento, alcanzando su máximo a la hora de incubación 

(682,09% sobre el control) y luego decayendo por encima del control en los 

períodos de tiempo subsiguientes (3h: 443,03% y 4h: 227,94% sobre el control). El 

pretratamiento con E2 antes del agregado de H2O2 condujo a una disminución en 

el nivel de su ARNm, evidenciable desde 1h hasta las 3h de tratamiento, 

demostrando su efecto antiapoptótico (Figura R48).  

 

Figura R48. El 17β-estradiol revierte el aumento del nivel de ARNm de Puma 
inducido por el H2O2 en células C2C12. Las células fueron tratadas con el 
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vehículo de la hormona (C), H2O2 (0,5 mM) durante 30 min, 1h, 3h y 4h, o E2 (10-

8M, 1h) antes del agregado de H2O2 (0,5 mM) durante los mismos períodos de 
tiempo. Las muestras obtenidas fueron utilizadas en ensayos de RT-qPCR para 
evaluar los niveles de ARNm de Puma. GAPDH fue usado como gen endógeno 
para la normalización. El método comparativo ∆Ct fue utilizado para la 
cuantificación relativa de la expresión génica. Los resultados obtenidos (%) 
representan el promedio +/- SD de tres determinaciones independientes 

realizadas de muestras de ADNc ensayadas por duplicado. *p<0.05 respecto a la 

condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2 correspondiente. 
 
3.4. Noxa 

 La proteína proapoptótica de la familia Bcl-2, Noxa, es conocida por 

constituir un gen blanco de la actividad transcripcional de p53 en la apoptosis (Oda 

et al., 2000, Schuler y Green, 2001), aunque también interviene en mecanismos 

independientes de p53 (Kim et al., 2004; Lallemand et al., 2007; Nikiforov et al., 

2007). 

 Cuando se estudió el efecto del agente apoptótico sobre su nivel de 

expresión de ARNm, se observó que el H2O2 no induce cambios significativos a 

nivel transcripcional, sugiriendo que esta proteína proapoptótica no intervendría en 

la apoptosis inducida por H2O2 en células C2C12 (Figura R49). 

 
Figura R49. El H2O2 no induce cambios en el nivel de ARNm de Noxa en 
células C2C12. Las células fueron tratadas con el medio sin suero (C), o H2O2 (0,5 
mM) durante 30 min, 1h, 3h y 4h. Las muestras obtenidas fueron utilizadas en 
ensayos de RT-qPCR para evaluar los niveles de ARNm de Noxa. GAPDH fue 
usado como gen endógeno para la normalización. El método comparativo ∆Ct fue 
utilizado para la cuantificación relativa de la expresión génica. Los resultados 
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obtenidos (%) representan el promedio +/- SD de tres determinaciones 
independientes realizadas de muestras de ADNc ensayadas por duplicado.  
 

3.5. MDM-2 

 La ubiquitina ligasa MDM2 es una proteína importante en la regulación de la 

abundancia de p53 y, en consecuencia, en la apoptosis dependiente de p53. La 

expresión inducible de MDM2 se encuentra determinada por el promotor P2 que 

presenta dos elementos de respuesta a p53. A través de estos, p53 estimula la 

expresión de la ubiquitina ligasa por un mecanismo autoregulatorio al mismo 

tiempo que induce su propia degradación (Barak et al., 1994). Sin embargo, P2 

presenta elementos de respuesta adicionales que permiten la inducción de MDM2 

de una manera independiente de p53 (Ries et al., 2000; Phelps et al., 2003; 

Truong et al., 2005).  En efecto, la quinasa ERK es capaz de favorecer la actividad 

transcripcional de MDM2 para regular a FoxO3a (Yang et al., 2008). 

 Al evaluar el efecto del agente apoptótico sobre la expresión del ARNm de 

MDM2, se observó que el H2O2 induce un aumento en el nivel de expresión del 

ARNm desde los 30 min (171,23% sobre el control) hasta la hora de incubación 

(331,92% sobre el control). Sin embargo, en los períodos de tiempo posteriores 

(3h y 4h) de incubación con el inductor de apoptosis, los niveles de ARNm 

muestran un descenso hasta niveles comparables a los del control. La 

preincubación con la hormona (1h) antes del agregado del agente apoptótico 

conduce a un aumento aún superior al inducido por el H2O2 solo, que es más 

evidenciable a las 3 horas de incubación (433,1% sobre el tratamiento con H2O2 

3h) (Figura R50). 

 Debido a que, como se describió en la Introducción, ERK y MDM2 pueden 

regular de manera conjunta a FoxO3a, para favorecer su degradación, se decidió 

evaluar la participación de ERK en la respuesta de MDM2 frente al estímulo 

apoptótico a nivel transcripcional. Con este fin, las células fueron preincubadas 

con el inhibidor PD98059 (10 µM, 1h) antes del agregado de H2O2 durante 

diferentes períodos de tiempo (30 min, 1h, 3h y 4h). Desde el inicio del tratamiento 
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hasta la hora de incubación con H2O2, la inhibición de ERK afectó negativamente 

la inducción de la expresión de MDM2, alcanzando niveles comparables a los del 

control. Por el contrario, a las 3h y 4h de incubación con el agente apoptótico, la 

inhibición de ERK  afectó positivamente la expresión de MDM2, alcanzando 

valores similares a los obtenidos en presencia de E2 (Figura R50). 

 

Figura R50. El 17β-estradiol ejerce una respuesta diferencial sobre el nivel de 
ARNm de MDM2 en respuesta al H2O2 en células C2C12. Intervención de 
ERK. Las células fueron tratadas con el vehículo de la hormona (C), H2O2 (0,5 
mM) durante 30 min, 1h, 3h y 4h, E2 (10-8M, 1h)  antes del agregado de H2O2 (0,5 
mM) durante los mismos períodos de tiempo o PD98059 (10 µM, 1h) antes del 
agregado de H2O2 (0,5 mM). Las muestras obtenidas fueron utilizadas en ensayos 
de RT-qPCR para evaluar los niveles de ARNm de MDM2. GAPDH fue usado 
como gen endógeno para la normalización. El método comparativo ∆Ct fue 
utilizado para la cuantificación relativa de la expresión génica. Los resultados 
obtenidos (%) representan el promedio +/- SD de tres determinaciones 
independientes realizadas de muestras de ADNc ensayadas por duplicado. 

*p<0.05 respecto a la condición control. #p<0.05 respecto a la condición H2O2 

correspondiente.  
 
3.6. PERP 

 PERP (p53 apoptosis effector related to PMP-22) es un gen blanco de p53 

a nivel transcripcional (Attardi et al., 2000). En efecto, p53 puede interaccionar con 

el gen que codifica para PERP en, por lo menos, tres elementos de respuesta 

durante la apoptosis dependiente de p53 (Reczek et al., 2003). La inducción de 
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apoptosis asociada a la expresión de PERP se reportó en fibroblastos, timocitos y 

neuronas (Ihrie et al., 2003). 

 Al evaluar el efecto del agente apoptótico sobre PERP a nivel génico, se 

observó que el H2O2 induce un aumento en su nivel de expresión a las 3h de 

tratamiento (255,65% sobre el control), para luego decaer, a las 4h de incubación, 

hasta un nivel comparable al del control. Estos resultados sugieren que PERP 

interviene en la apoptosis inducida por H2O2 en células C2C12. Para estudiar el rol 

de la hormona sobre la regulación positiva de este gen mediada por el H2O2, las 

células fueron preincubadas con E2 durante 1h y luego expuestas al agente 

apoptótico, evidenciándose el efecto antiapoptótico de la hormona a partir de las 

3h de incubación con H2O2 (Figura R51). 

 

Figura R51. El 17β-estradiol revierte el aumento del nivel de ARNm de PERP 
inducido por el H2O2 en células C2C12. Las células fueron tratadas con el 
vehículo de la hormona (C), H2O2 (0,5 mM) durante 1h, 3h y 4h, o E2 (10-8M, 1h)  
antes del agregado de H2O2 (0,5 mM) durante los mismos períodos de tiempo. Las 
muestras obtenidas fueron utilizadas en ensayos de RT-qPCR para evaluar los 
niveles de ARNm de PERP. GAPDH fue usado como gen endógeno para la 
normalización. El método comparativo ∆Ct fue utilizado para la cuantificación 
relativa de la expresión génica. Los resultados obtenidos (%) representan el 
promedio +/- SD de tres determinaciones independientes realizadas de muestras 
de ADNc ensayadas por duplicado. *p<0.05 respecto a la condición control. 
#p<0.05 respecto a la condición H2O2 correspondiente.
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 Los estudios presentados en esta tesis contribuyen a ampliar el 

conocimiento de los mecanismos moleculares subyacentes al rol protector que 

ejerce el 17β-estradiol frente a la apoptosis en células de músculo esquelético. 

Como se describió en la Introducción, en este laboratorio se evidenció una acción 

antiapoptótica del esteroide en músculo esquelético (Vasconsuelo et al., 2008). 

Sin embargo, no fueron totalmente dilucidadas las vías de señalización intracelular 

involucradas en dicho efecto. Los estudios presentados en esta tesis aportan 

información que contribuye a delinear el mecanismo de acción del inductor de 

apoptosis y los sitios de regulación en dicho mecanismo que son blanco de la 

acción hormonal. Para ello, empleando como modelo experimental a la línea 

celular de mioblastos murinos C2C12 expuestas al inductor de apoptosis H2O2, se 

investigaron las vías de señalización implicadas en la acción antiapoptótica del E2. 

Los estudios desarrollados en este trabajo de tesis doctoral sugieren que la acción 

protectora del esteroide requiere la participación de PKC, PKD, JNK, p53, p66Shc 

y FoxOs para modular funciones mitocondriales, enzimas antioxidantes, así como 

también miembros de la familia Bcl-2.  

 El 17β-estradiol es una hormona esteroidea cuyos receptores específicos 

se han encontrado en varios órganos y tejidos, entre los que se incluye al músculo 

esquelético de rata y humanos (Lemoine et al., 2003, Wiik et al., 2005). De 

importancia para este trabajo de tesis, en este laboratorio se demostró la 

presencia del ER y ERβ en la línea celular de músculo esquelético murino 

C2C12 (Milanesi et al., 2008; Milanesi et al., 2009) y, a través de estos receptores, 

se vinculó al E2 con un efecto antiapoptótico en este tejido (Revisado en Boland et 

al., 2008), revelando algunos de los mecanismos moleculares mediante los cuales 

la hormona ejerce sus funciones. Como se describió en la Introducción, la 

activación de diferentes vías de señalización rápidas mediadas por el E2 pueden 

regular distintos procesos celulares tales como la diferenciación, la proliferación e 

incluso la apoptosis (Revisado en Boland et al., 2008). La familia de moléculas de 

señalización intracelular que son reguladas durante el proceso apoptótico se 

encuentra en aumento e incluye a diferentes proteínas quinasas (Bokoch, 1998). 
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En este sentido, se ha demostrado que las PKCs son capaces de actuar sobre 

múltiples moléculas blanco en respuesta a estímulos apoptóticos, ejerciendo un rol 

apoptótico o antiapoptótico de acuerdo al tipo celular involucrado y al estímulo 

presente (Brodie y Blumberg, 2003; Jackson y Foster, 2004). Incluso en el mismo 

tipo celular, dependiendo del estado fisiológico en el que se encuentre, la PKC 

puede ejercer diferentes funciones. Esta flexibilidad en la señalización mediada 

por las PKCs puede deberse a los complejos mecanismos de regulación de estas 

quinasas (Corbalan-Garcia y Gomez-Fernandez, 2006; Steinberg, 2004).  

 Sumado al tradicional modo de activación de las PKCs que implica la 

participación de cofactores lipídicos y el anclaje a proteínas para localizar a la 

quinasa activa en membranas, se ha identificado otro mecanismo para la 

activación, en particular, de la novel PKCδ que involucra la fosforilación en 

residuos tirosina (Revisado en Kikkawa et al., 2002). Se ha reportado que la 

fosforilación de PKCδ en tirosina 311 (Y311) conduce a su activación en células 

musculares lisas vascualres (Nakashima et al., 2008). Esta fosforilación en tirosina 

es una respuesta temprana a varios estímulos apoptóticos (Konishi et al., 1997). 

En este trabajo, se reporta que el H2O2 induce la fosforilación de PKCδ en el 

residuo Y311, ejerciendo un efecto apoptótico, que es prevenido por el agregado de 

E2. Además, se demuestra que la inhibición por la hormona es mediada por los 

ER, que se deduce de los ensayos donde se evaluó la actividad de PKCδ en 

presencia de Fulvestrant. Estos datos se encuentran en concordancia con 

anteriores resultados en los que se observa que el efecto protector de esta 

hormona en mioblastos de músculo esquelético es a través de sus receptores 

(Vasconsuelo et al., 2008). Aunque los resultados presentados claramente 

sugieren la intervención de PKCδ en el efecto apoptótico inducido por H2O2, no 

puede desestimarse la participación de otras isoformas de la familia PKC como 

posibles reguladoras del proceso de apoptosis. 

 Otra de las PKCs noveles, la isoforma θ, puede sufrir múltiples eventos de 

autofosforilación y transfosforilación relacionados a la transición hacia un estado 
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catalíticamente activo, y al reclutamiento a diferentes compartimentos subcelulares 

(Czerwinski et al., 2005; Liu et al., 2002). En particular, su fosforilación en el 

residuo treonina 538 (Thr538) constituye un mecanismo de adquisición de 

competencia catalítica (Sparatore et al., 2003). En esta tesis, se evidencia la 

activación de esta isoforma en períodos avanzados del proceso apoptótico, 

mediante la fosforilación del residuo Thr538, que es prevenido por la incubación con 

E2. En mamíferos, esta isoforma se expresa solamente en células del sistema 

inmune y células musculares (Manicassamy et al., 2006; Osada et al., 1992).  Si 

bien en linfocitos T, la forma activa de la PKCθ promueve la vía del NF-κB en 

paralelo a la activación de Akt, induciendo un efecto de supervivencia 

(Manicassamy et al., 2006), en músculo esquelético su efecto es controvertido. En 

las células C2C12, los estudios aquí realizados sugieren que la activación de esta 

isoforma estaría relacionada a un efecto apoptótico, puesto que no se ha 

evidenciado la activación de Akt de manera paralela a la fosforilación de PKCθ 

presente en períodos avanzados de la apoptosis. 

 Otra quinasa relacionada con la familia PKC es la PKD. La activación de 

esta última requiere de la transfosforilación de los residuos serina 744 (Ser744) y 

serina 748 (Ser748) que, como consecuencia, conduce a la autofosforilación del 

residuo serina 916 (Ser916). Ambos eventos se consideran marcadores de 

adquisición de quinasas catalíticamente activas (Waldron et al., 1999). En este 

trabajo, se evidencia que el agente apoptótico induce la activación de PKD, puesta 

de manifiesto por la fosforilación en Ser916, en estadíos tempranos del proceso 

apoptótico. De interés para este estudio, este efecto es revertido por el tratamiento 

con E2. Estos resultados sugieren que la activación de esta quinasa interviene en 

la regulación de funciones inherentes al inicio de la apoptosis y que la hormona 

también actúa en estadíos tempranos de la apoptosis, regulándola y 

contrarrestando el efecto proapoptótico resultante de la activación de PKD. En 

efecto, se ha reportado que esta quinasa interviene en la regulación de la 

apoptosis relacionada a estrés oxidativo (Endo et al., 2000), promoviendo la 

muerte celular (Zhang et al., 2015). Asimismo, se ha evidenciado que su 
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activación puede ser mediada por PKCs noveles (Zhang et al., 2015), aunque 

otros han identificado que la PKD puede activarse de manera independiente a la 

actividad PKC (Waldron et al., 2012). Los resultados obtenidos en las células 

C2C12 sugieren que PKD se activaría se manera independiente a la novel PKCδ, 

debido a que estas quinasas se encuentran activas en diferentes períodos del 

proceso apoptótico. Sin embargo, no puede desestimarse que otras PKCs de este 

subgrupo puedan actuar upstream PKD en la cascada apoptótica desencadenada 

por el H2O2.  

 En general, se ha sugerido que las PKCs clásicas, tales como las isoformas 

α y βII, promueven la supervivencia celular. En este sentido, se ha reportado que 

PKCα suprime la apoptosis en células COS (Whelan y Parker, 1998) y favorece la 

fosforilación y activación de la proteína antiapoptótica Bcl-2 (Ruvolo et al., 1998). 

Por el contrario, en células LNCaP, la activación de esta isoforma presenta un 

efecto apoptótico (García-Bermejo et al., 2002). Esto demuestra que estas PKCs 

pueden presentar comportamientos disímiles dependiendo del tipo celular 

involucrado. En este estudio, se evidencia que estas isoformas no sufren cambios 

ni en su fosforilación ni en su actividad en respuesta al agente apoptótico H2O2. 

Asimismo, frente al tratamiento con el agente antiapoptótico E2, también se 

evidenció esta falta de respuesta por parte de las PKCs α y βII. Estos resultados 

sugieren que estas PKCs clásicas no intervienen ni en la inducción de apoptosis ni 

mediando un efecto protector en células C2C12. 

 Por otra parte, aunque generalmente se ha establecido que la activación de 

JNK sostenida en el tiempo se relaciona con la inducción de apoptosis, se ha 

reportado también que, bajo ciertas condiciones, la activación de esta quinasa de 

manera transitoria promueve la proliferación (Chen et al., 1998). En concordancia, 

aquí se observa que el H2O2 induce la activación de JNK de manera sostenida en 

células C2C12. Asimismo, estos estudios señalan que PKCδ y JNK son activadas 

por el estímulo apoptótico en el mismo período de tiempo, aunque difieren en la 

duración de sus estados activados. Estas quinasas actúan en forma conjunta para 
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mediar el efecto apoptótico, siendo la activación de PKCδ un evento necesario 

para la activación de JNK, como se evidenció con los ensayos donde PKCδ era 

depletada mediante el tratamiento con altas dosis de PMA por tiempo prolongado 

(Ahnadi et al., 2000; Wang et al., 2001). El hecho de que la activación de JNK se 

mantenga aún en estadíos más avanzados de la apoptosis hace suponer que esta 

quinasa, además de mantener y amplificar la señal de muerte, podría regular otras 

funciones tardías en el proceso apoptótico distintas a las aquí reportadas. En 

concordancia con los resultados aquí presentados en los que la activación de JNK 

es afectada por el tratamiento con la hormona en células C2C12, se ha reportado 

en células de cáncer de mama que el E2 previene la muerte celular inducida por la 

radiación UV inhibiendo la actividad de JNK (Razandi et al., 2000). Los datos que 

surgen de los ensayos de TUNEL son coincidentes con los resultados que 

sustentan la conexión entre PKCδ y JNK, debido a que se obtienen cantidades 

comparables de células TUNEL positivas en los tratamientos Queleritrina + H2O2 y 

SP600125 + H2O2, indicando que ambas quinasas intervienen en la apoptosis 

inducida por H2O2 en células C2C12. Adicionalmente, se encontró que la inhibición 

de la activación de JNK mediada por la downregulación de PKC es más evidente 

para la isoforma de 46 kDa que para la de 54 kDa. Este efecto diferencial de la 

PKCδ sobre cada una de las isoformas de JNK puede deberse a una distinta 

localización de las quinasas o a la interacción con diferentes intermediarios en el 

proceso apoptótico, siendo la isoforma de JNK de menor peso molecular más 

susceptible a ser activada por PKCδ. 

 Otra proteína relacionada al estrés oxidativo es p53. Esta se acumula en el 

núcleo en su estado fosforilado en los residuos serina 15 (Ser15), serina 20 (Ser20) 

y serina 46 (Ser46) para así regular positiva o negativamente la actividad 

transcripcional de genes implicados en el ciclo celular y/o la apoptosis (Dumaz y 

Meek, 1999; Sionov y Haupt, 1999; Vousden y Lu, 2002). En concordancia, los 

ensayos realizados aquí indicarían que el H2O2 induce la fosforilación/activación 

de p53 en Ser15
 y que en este estado fosforilado se localiza a nivel nuclear en 

células C2C12. En concierto con resultados que sostienen que el tratamiento con 



                                                                                                                    Discusión 

155  

 

la hormona previene la apoptosis mediante la inhibición de la activación de p53 en 

cardiomiocitos (Liu et al., 2011), en esta tesis se observa que el E2 inhibe la 

fosforilación de p53 mediada por el agente apoptótico en células C2C12. 

 Al igual que p53, p66Shc es una proteína que también está involucrada en 

la respuesta al estrés oxidativo y cuya expresión varía entre distintos tipos 

celulares e incluso puede estar ausente (Migliaccio et al., 1997; Pelicci et al., 

1992). Se ha demostrado que la expresión y la fosforilación de esta proteína en el 

residuo serina 36 (Ser36) es importante para ejercer sus funciones ante las 

situaciones de daño oxidativo presentes en el envejecimiento (Chen et al., 2014; 

Migliaccio et al., 1999; Trinei et al., 2002). En este trabajo, se demuestra que el 

nivel del ARNm de p66Shc aumenta en respuesta al agente apoptótico y que el E2 

puede revertir este efecto. En relación con estos efectos a nivel genómico, 

también se observa la fosforilación de esta proteína en Ser36 frente al estímulo del 

H2O2 y que el pretratamiento con la hormona previene esta fosforilación. Debido a 

que tanto la proteína p53 como su gen blanco, p66Shc, presentan el mismo patrón 

de activación en respuesta al agente apoptótico, esto sugiere que, en células 

C2C12, p66Shc se encuentra bajo el control transcripcional de p53. Así también, 

se observó un resultado similar al evidenciado en presencia de la hormona, por el 

agregado del inhibidor de JNK. En efecto, se observó la disminución significativa 

en la fosforilación de p66Shc inducida por el H2O2 cuando las células fueron 

previamente incubadas con SP600125, sugiriendo que esta proteína Shc es un 

sustrato de JNK. Además, mediante la depleción de PKC con PMA, se demostró 

que la fosforilación de p66Shc es independiente de PKC. Entonces, se podría 

hipotetizar que la isoforma de 54 kDa de JNK es la principalmente involucrada en 

la activación de p66Shc, ya que ésta fue afectada en menor medida por la 

depleción de PKC con PMA. 

 Otro aspecto relevante del mecanismo molecular que se activa en 

respuesta al agente apoptótico y puede ser regulado por E2, es el cambio de 

localización de p66Shc luego de su activación. Se ha evidenciado que esta 
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proteína presenta una señal de localización mitocondrial que permite su 

translocación a esta organela (Ventura et al., 2004), sin embargo el mecanismo 

subyacente no se ha dilucidado totalmente. Los resultados obtenidos aquí señalan 

que p66Shc cambia su localización desde el citosol hasta el compartimento 

mitocondrial luego de ser fosforilada, y que el E2 a través de sus receptores evita 

esta translocación. El comportamiento que presenta p66Shc frente al tratamiento 

con el agente apoptótico, así como su respuesta al agregado del esteroide, se 

encuentra en concordancia con el hecho de que la hormona inhibe la activación de 

JNK y, consecuentemente, la fosforilación/translocación de p66Shc es suprimida. 

 Como se mencionó en la Introducción, otras proteínas intervinientes en la 

respuesta al estrés oxidativo son los miembros de la familia Forkhead. Estos 

pueden sufrir cambios en su localización subcelular, además de fosforilaciones en 

diferentes residuos, de acuerdo al tipo celular involucrado y a la intensidad/tipo del 

estímulo, para así ejercer diversas funciones celulares, tales como la regulación 

de la apoptosis y/o el ciclo celular (Salih y Brunet, 2008).  

 En esta tesis, se evidencia que FoxO3a se mantiene en su estado 

fosforilado/inactivo en el inicio de la apoptosis como consecuencia de la regulación 

negativa de Akt y que la hormona E2 conserva el nivel de fosforilación/inactivación 

de FoxO3a. Los ensayos de Western blotting, junto con el uso del inhibidor de 

PI3K, LY294002, sugieren que las células de músculo esquelético intentan 

defenderse, en el inicio del proceso apoptótico, activando en forma temprana vías 

de supervivencia, tales como la vía PI3K-Akt, que es capaz de regular a FoxO3a. 

En consecuencia, la presencia de FoxO3a inactivo en la etapa inicial de la 

apoptosis evitaría la activación de genes proapoptóticos y, por consiguiente, el 

progreso de  la señal apoptótica que generaría finalmente la muerte celular. De 

acuerdo con el efecto antiapoptótico del E2 que se ha observado en este grupo en 

músculo esquelético, la preincubación con el esteroide conserva esta primera 

respuesta de defensa de la célula. El hecho de que en condiciones basales 

FoxO3a se encuentra inactivo en el citosol y que frente al estímulo apoptótico en 
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la fase inicial de la apoptosis, este factor se visualiza en núcleo, puede deberse a 

la urgencia celular de responder al estímulo oxidativo, sobrepasando el 

requerimiento de defosforilación para ingresar en esta organela. Sin embargo, 

como FoxO3a se encuentra fosforilado/inactivo no podrá regular la expresión 

génica, debido a que en este estado se encuentra imposibilitada su unión al ADN. 

Además, esta observación sugiere que se requiere sobrepasar un umbral de 

FoxO3a a nivel nuclear susceptible de ser defosforilado, para que sea posible la 

transcripción génica. Solo en períodos más avanzados del proceso apoptótico, 

FoxO3a no fosforilado/activo a nivel nuclear será capaz de regular la expresión de 

sus genes blanco. 

 Es probable que existan otros factores que regulen la actividad de FoxO3a. 

De interés para este trabajo de tesis, se ha reportado que la quinasa JNK es 

capaz de modular la translocación nuclear de miembros FoxO en invertebrados 

(Oh et al., 2005). En efecto, los ensayos en presencia del inhibidor SP600125 

sugieren que la fosforilación de FoxO3a a la hora de tratamiento con el agente 

apoptótico es regulada por JNK en células C2C12. Sin embargo, no se observa 

ningún efecto a los 30 min de tratamiento, sugiriendo que la fosforilación de 

FoxO3a inicialmente involucra solo a Akt. Estos resultados se encuentran en 

concordancia con la activación de JNK mediada por H2O2 ya descripta, que es 

evidenciable a partir de la hora de tratamiento. Al mismo tiempo, estos datos 

sugieren que JNK y Akt actuarían de manera independiente regulando a FoxO3a 

en células C2C12. Debido a que no se conocen hasta el momento sitios de 

fosforilación directos de JNK sobre FoxO3a, se podría hipotetizar que esta quinasa 

ejercería su rol de manera indirecta. Asimismo, puesto que existen evidencias que 

han relacionado a p66Shc y FoxO3a (Chahdi y Soroki, 2008; Guo et al., 2009), se 

podría postular, en concordancia con la fosforilación de p66Shc mediada por JNK 

ya descripta en esta tesis, que esta sería la vía activada para regular la 

fosforilación de FoxO3a, de manera independiente a Akt. Debido a que se ha 

observado en esta tesis que JNK cumple un rol apoptótico, estos datos sugieren 

que FoxO3a fosforilado por la acción indirecta JNK-p66Shc antagonizaría el efecto 
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de supervivencia mediado por Akt, al inhibir en este período (1h) la transcripción 

de genes antioxidantes protectores. En efecto, se ha reportado que p66Shc es 

capaz de regular negativamente, a través de FoxO3a, la transcripción de las 

enzimas catalasa y MnSOD, disminuyendo la detoxificación de las ROS (Guo et 

al., 2009; discutido en Storz, 2011). 

 Siguiendo los mismos enfoques experimentales, se evidenció que otro de 

los miembros de la familia Forkhead, FoxO4, se encuentra fosforilado/activo a 

nivel nuclear en respuesta a la inducción de apoptosis, como consecuencia de la 

regulación positiva mediada por JNK, y que la hormona previene este efecto solo 

en períodos más avanzados del proceso apoptótico (3h). Estos datos sugieren que 

la hormona ejerce su acción protectora en células C2C12 mediante la regulación 

negativa de FoxO4, de manera de prevenir la expresión de genes proapoptóticos.  

 En conjunto, los resultados hasta aquí evaluados sugieren que, de acuerdo 

a la duración del estímulo apoptótico, en las células C2C12 prevalecerá la acción 

de diferentes miembros de la familia Forkhead que inducirá la transcripción de 

distintos genes blanco. En los inicios del proceso apoptótico (30 min), primaría la 

acción de FoxO3a (fosforilado/inactivo por regulación negativa de Akt) sobre la de 

FoxO4 y, como consecuencia, se impediría la transcripción de genes 

proapoptóticos. A medida que se incrementa la duración del estímulo apoptótico 

(1h), la actividad de FoxO3a no solo es regulada negativamente por Akt 

(fosforilado/inactivo), sino que también sufre la regulación indirecta mediada por 

JNK, probablemente a través de p66Shc (fosoforilado/inactivo). Se podría pensar 

que en este período todavía no se ha superado el umbral mínimo para que 

FoxO3a a nivel nuclear sea capaz de regular la expresión génica y, al mismo 

tiempo, los datos sugieren que en este período primaría la acción apoptótica de 

JNK (inhibición de la transcripción de genes antioxidantes) sobre la acción 

protectora de Akt (inhibición de la transcripción de genes proapoptóticos). 

Asimismo, en esta etapa, FoxO4 se encuentra activo a nivel nuclear (fosforilado 

por acción de JNK), lo que conduciría a la expresión de genes proapoptóticos. En 
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períodos más avanzados del proceso apoptótico (3h y 4h), se pierde la regulación 

negativa mediada por Akt sobre FoxO3a, al mismo tiempo que FoxO4 sigue en su 

estado activo, por lo que ambos podrán regular la expresión de sus genes blanco 

apoptóticos. De este modo, FoxO3a y FoxO4 actuando de manera conjunta 

conducirían de manera más eficiente hacia la muerte celular. 

 Los resultados hasta aquí presentados muestran el importante rol del E2, a 

través de su receptor, en la inhibición de múltiples vías de señalización intracelular 

activadas por H2O2 que, actuando en concierto, inducen apoptosis en mioblastos 

esqueléticos C2C12. Asimismo, el descubrimiento de nuevas localizaciones 

intracelulares de los ERs ha conducido a hipotetizar que el E2 puede ejercer su 

efecto protector de manera directa en otros sitios, entre los que se incluye a la 

mitocondria (Revisado en Vasconsuelo et al., 2011).  

 Uno de los eventos clave en el curso de la apoptosis lo constituye la 

liberación de citocromo c de la mitocondria, que formará el apoptosoma, para 

luego activar a la procaspasa 9 y a caspasas efectoras, amplificando la señal de 

muerte. Si bien este suceso ha sido motivo de numerosos estudios, el mecanismo 

molecular exacto que conduce a la liberación del citocromo c y, en consecuencia, 

irreversiblemente a la apoptosis, no ha sido totalmente esclarecido. De hecho, 

existe controversia respecto a la maquinaria involucrada en este evento. Se ha 

postulado que múltiples mecanismos podrían coexistir en una célula y que la 

activación de uno u otro bajo una determinada condición estaría influenciada por 

diversos factores, entre los cuales se incluye a la naturaleza del agente apoptótico 

(Gogvadze et al., 2006).  

 En trabajos previos en este laboratorio, se reportó un efecto protector del E2 

sobre la integridad mitocondrial evidenciando que la hormona, principalmente a 

través del ERβ, es capaz de inhibir la liberación del citocromo c en la apoptosis 

inducida por estrés oxidativo (Vasconsuelo et al., 2008). Con el fin de profundizar 

estos resultados utilizando el mismo modelo experimental, en este trabajo de tesis 

se halló que el agente apoptótico induce la apertura del poro de permeabilidad 
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transitoria mitocondrial (MPTP) de una forma sostenida en el tiempo, evento que 

conduce a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Asimimso, los 

resultados aquí presentados sugieren que ambos sucesos son responsables de la 

liberación de citocromo c observada, ya que la apertura sostenida del MPTP y la 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial anteceden a este evento. En los 

últimos años, numerosas investigaciones han demostrado la importancia del 

MPTP en la fisiología mitocondrial (Kwong y Molkentin, 2015; Ma et al., 2011). Por 

lo tanto, no es sorprendente que la apertura de este poro se encuentre 

estrictamente regulada. Así, la participación en dicha regulación de proteínas de la 

familia Bcl-2, específicamente Bax, fue considerada en los estudios realizados en 

esta tesis. Las observaciones que surgen de los experimentos aquí presentados 

sugieren que el H2O2 induce la translocación de la proteína proapoptótica Bax a 

mitocondria. En correspondencia con estas observaciones, en mitocondrias de 

otros tipos celulares, se ha evidenciado que Bax es capaz de interaccionar con las 

proteínas VDAC y ANT, reguladoras de este poro (Marzo et al., 1998; Narita et al., 

1998). Entonces, es probable que Bax pueda intervenir en la modulación del 

MPTP. Asimismo, se evidenció que la preincubación con E2 antes de la inducción 

de apoptosis, previene tanto la translocación de Bax a mitocondria como la 

apertura prolongada del MPTP. Al mismo tiempo, se observó que la hormona fue 

capaz de restituir la pérdida del ∆ψm inducida por el agente apoptótico, evento 

que se encuentra en estrecha relación con la apertura sostenida del MPTP. En 

concordancia, en presencia del esteroide, la proteína p66Shc no es forforilada ni 

tampoco transloca a mitocondria, y  por lo tanto el ∆ψm se mantiene, indicando 

que p66Shc debe translocar hacia la organela para alterar la permeabilidad 

mitocondrial. Si bien varias investigaciones han reportado que el E2 ejerce efectos 

beneficiosos sobre las mitocondrias, no se conoce totalmente cuál es el 

mecanismo molecular que activa la hormona para proteger a esta organela. Los 

resultados aquí presentados describen algunos de los componentes involucrados 

en el mecanismo molecular complejo que se activa en presencia del esteroide 
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para proteger a la mitocondria y que, en consecuencia, conduce a un efecto 

antiapoptótico. 

  Las mitocondrias son la principal fuente de ROS, moléculas generadas 

como resultado del normal funcionamiento de las células que desempeñan 

papeles fundamentales en la señalización celular. Sin embargo, se sabe que 

cuando los niveles de ROS son excesivos y sobrepasan la capacidad de 

detoxificación celular, pueden tener efectos perjudiciales en las células. De hecho, 

niveles aumentados de ROS pueden provocar la apertura sostenida del MPTP 

(Petronilli et al., 1994). En este sentido, las enzimas antioxidantes son 

fundamentales para contrarrestar los efectos negativos de ROS y proteger a las 

células del daño oxidativo. 

  En esta tesis, se observa que la hormona E2 es capaz de regular a las 

enzimas MnSOD, catalasa y GPx. Se ha sugerido que la enzima MnSOD presenta 

un papel importante en la supervivencia celular al mismo tiempo que es necesaria 

para el mantenimiento de la integridad mitocondrial en células expuestas a estrés 

oxidativo (Oberley, 2004). En concordancia, se observó que la hormona induce un 

incremento en los niveles de expresión proteica y en la actividad de la enzima 

mitocondrial MnSOD en células C2C12. La utilización del antagonista fulvestrant, 

al igual que en experimentos anteriores, pone de manifiesto que este efecto de la 

hormona es mediado por su ER. Debido a que MnSOD no presenta elementos de 

respuesta al E2 (EREs) en su promotor, puede postularse que E2 regularía a nivel 

nuclear la transcripción génica de esta enzima antioxidante a través de la 

intervención de NF-κB, que se sabe presenta motivos de unión en este promotor 

(Zhou et al., 2001). De esta forma, MnSOD prepararía a la célula para resistir a 

una señal apoptótica. En efecto, esta enzima antioxidante es codificada a nivel 

nuclear pero se localiza en mitocondria, donde se encuentra el anión superóxido 

producido por la cadena transportadora de electrones, al que esta enzima 

transformará en H2O2 y O2, especies menos nocivas para el organismo. Asimismo, 

se evidenció que en respuesta al tratamiento con el agente apoptótico, los niveles 
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de expresión proteica de MnSOD se encuentran disminuidos, conduciendo a la 

reducción de la capacidad antioxidante en las células C2C12. La incubación con 

E2 previo a la inducción de la apoptosis condujo a un aumento en los niveles de 

expresión de MnSOD, poniendo de manifiesto, una vez más, el efecto protector de 

esta hormona y demostrando que estas acciones se incluyen dentro de los 

mecanismos activados por E2 que contribuyen directamente a la protección 

mitocondrial. Este efecto beneficioso de la hormona sobre la mitocondria es de 

suma importancia ya que la organela es el principal sitio blanco de la acción 

perjudicial de las ROS. No puede descartarse la participación de p53 en estos 

efectos observados. Este factor de transcripción reprime, mediante la unión a su 

promotor, la expresión de MnSOD (Pani et al., 2000). En efecto, ya se discutió que 

p53 es activado por el agente apoptótico y que E2 previene su fosforilación. Por lo 

tanto, se podría hipotetizar que p53 sería el encargado de regular negativamente 

la transcripción de MnSOD en células C2C12. 

 Así también, otras enzimas antioxidantes como la catalasa y la glutatión 

peroxidasa pueden actuar para defender a las células frente al estrés oxidativo. 

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la hormona es capaz de regular 

positivamente la actividad de la enzima GPx, pero a diferencia de lo que ocurre 

con la MnSOD, no afecta su expresión proteica. La utilización del antagonista 

fulvestrant pone de manifiesto que este efecto activado específicamente por la 

hormona es mediado por su ER. Sin embargo, cuando se evalúo el efecto del 

agente apoptótico, se observó que este no induce cambios significativos en la 

actividad de esta enzima antioxidante. Por otra parte, la hormona también fue 

capaz de regular positivamente la actividad de la enzima catalasa y, en este caso, 

específicamente a través del ERα. Asimismo, se evidenció que en respuesta al 

tratamiento con el agente apoptótico, la actividad de la catalasa fue disminuida, 

reduciéndose la capacidad antioxidante en las células C2C12. La incubación con 

E2 antes de la inducción de apoptosis condujo a un aumento en la actividad de la 

catalasa, revelando que la hormona ejerce su efecto beneficioso en células C2C12 

modulando la actividad de esta enzima. 
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 Los resultados obtenidos para las tres enzimas antioxidantes en esta tesis, 

respecto a su regulación por E2, concuerdan con datos previos de este laboratorio 

con los cuales se estableció que el período de preincubación con el esteroide de 

1h es el más apropiado para poner de manifiesto el efecto protector de la hormona 

frente al estímulo apoptótico (Vasconsuelo et al., 2008). De acuerdo con esas 

condiciones, las tres enzimas estudiadas demostraron aumentos en su actividad 

luego de una hora de incubación con E2. En conjunto, estos datos avalan que si 

bien bajo condiciones apoptóticas disminuye la capacidad antioxidante de las 

células, E2 contribuye a revertir este efecto perjudicial mediante la modulación de 

la actividad y/o expresión de las enzimas antioxidantes MnSOD, catalasa y GPx.  

 Sin embargo, más allá de la intervención del E2 y sus ERs en la modulación 

de funciones mitocondriales y enzimas antioxidantes, clásicamente, a los 

estrógenos se los ha conocido por sus efectos a nivel nuclear, interviniendo en la 

regulación de la transcripción génica. Por ello, en este trabajo de tesis, también se 

consideró y evaluó si el E2 podía ejercer su rol protector mediante la regulación de 

diferentes miembros a nivel transcripcional. En este sentido, debido a que la 

modulación de la expresión de proteínas de la familia Bcl-2 puede suceder por 

regulación a nivel transcripcional, por modificaciones post-traduccionales o por 

degradación mediada por el proteosoma (Strasser et al., 2011); un mecanismo 

activado por el E2 para ejercer su rol protector podría incluir la regulación de estos 

miembros a nivel transcripcional, actuando tanto sobre aquellos que promueven la 

supervivencia celular como sobre los que la antagonizan (Antonsson y Martinou, 

2000). Los niveles relativos de proteínas pro y antiapoptóticas reflejan la 

interrelación de múltiples señales y diferentes vías de señalización en el interior 

celular. En efecto, la conjunción de los efectos derivados de la regulación positiva 

de proteínas antiapoptóticas, la regulación negativa de miembros proapoptóticos y 

de las consecuencias de sus interacciones pueden contribuir a la acción protectora 

del E2. Sin embargo, la relación existente entre la acción de la hormona y la 

expresión de los miembros de la familia Bcl-2 en la apoptosis no se ha dilucidado 

totalmente. 
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 La proteína Bcl-2 pertenece al subgrupo de miembros antiapoptóticos de la 

familia Bcl-2. La transcripción del gen que codifica para esta proteína está 

controlada por dos promotores: P1 y P2 (Seto et al., 1988). Sin embargo, estos no 

presentan elementos de respuesta al E2 (EREs) (Perillo et al., 2000). Si bien 

generalmente los EREs se localizan en los promotores, también se han 

identificado en otras regiones (Hyder et al., 1992; Hyder et al., 1995). En células 

MCF-7 de cáncer mamario humano, se ha reportado que el E2 induce la 

transcripción de Bcl-2 mediante la interacción con EREs no presentes en los 

promotores (Perillo et al., 2000).  

 En esta tesis, en la línea celular de mioblastos C2C12, se evidenció que la 

apoptosis inducida por H2O2 involucra la modulación negativa de la transcripción 

del gen que codifica para Bcl-2, mientras que el tratamiento con E2 antes de la 

inducción de apoptosis pone en evidencia que uno de los mecanismos que dispara 

la hormona esteroidea para ejercer su rol antiapoptótico es la regulación positiva a 

nivel transcripcional de este gen antiapoptótico. 

 Como fue expuesto en la Introducción, dentro de la familia Bcl-2 se 

encuentra el subgrupo de proteínas solo-BH3 que incluye a las proteínas 

proapoptóticas Bim, Noxa y PUMA, entre otras. Se han planteado diferentes 

modelos para explicar las consecuencias celulares de las interacciones entre los 

tres grupos que conforman esta familia (miembros antiapoptóticos, proapoptóticos 

efectores y proapoptóticos solo-BH3) que pueden resultar en supervivencia o 

muerte celular. Sin embargo, ninguno de ellos clarifica fehacientemente un 

aspecto muy ambiguo que resulta de la interacción entre las proteínas solo-BH3 y 

los miembros antiapoptóticos, tal como ocurre entre Bim y Bcl-2 (Chen et al., 

2005). Si una proteína activadora solo-BH3 se une a un miembro antiapoptótico 

puede suceder que la proteína antiapoptótica secuestre a la proteína solo-BH3, o 

que la proteína BH3 secuestre al miembro antiapoptótico. Así también, se podría 

pensar que la interacción entre ambas proteínas conduce al secuestro mutuo de 

ambas, previniendo sus efectos inhibitorios y activadores sobre las proteínas 
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efectoras proapoptóticas de la familia. El efecto final observado estará 

estrictamente relacionado con la prevalencia en la expresión de una u otra 

proteína de acuerdo al tipo celular interviniente, y a la clase y condiciones 

ensayadas del agente inductor de apoptosis. 

 En la presente tesis, se observó que en células C2C12 el gen que codifica 

para Bim es regulado a nivel transcripcional en la apoptosis inducida por H2O2. En 

vista de la capacidad de la proteína Bcl-2 de interaccionar con Bim, los resultados 

obtenidos en este trabajo en los que se visualiza que el agente apoptótico 

disminuye los niveles de expresión del ARNm de Bcl-2 junto con niveles 

aumentados de Bim, sugieren que primaría la acción apoptótica de la proteína 

solo-BH3, quien no podría ser secuestrada en su totalidad por Bcl-2 y el balance 

resultante conduciría a la muerte celular. En contraposición, el tratamiento con la 

hormona previo a la inducción de la apoptosis si bien condujo a niveles de 

expresión de Bim elevados, al mismo tiempo incrementó los niveles de expresión 

del ARNm de Bcl-2 lo que, como consecuencia de la interacción entre las 

proteínas derivadas Bim y Bcl-2, podría regular negativamente la actividad de Bim 

y conducir a la inhibición de la acción apoptótica mediada por Bim. 

 Como se describió en la Introducción, muchos de los efectos de p53 son 

mediados a través de la activación o represión transcripcional de diferentes genes 

blanco. Junto con la proteína Noxa que generalmente presenta una actividad 

minoritaria, PUMA es un miembro fundamental para la actividad proapoptótica de 

p53 (Yu y Zhang, 2008). En condiciones fisiológicas normales, se expresan bajos 

niveles de PUMA, pero rápidamente puede inducirse su expresión en respuesta a 

diversas situaciones de estrés en diferentes tejidos (Yu et al., 2001). En efecto, 

mediante RT-qPCR, se demuestra en este trabajo que PUMA es regulada 

positivamente a nivel transcripcional en respuesta al tratamiento con H2O2, 

mientras que la hormona previene este efecto provocando la disminución de los 

niveles de su ARNm para así contrarrestar el rol apoptótico de este miembro de la 

familia Bcl-2. Sin embargo, no se observaron cambios en el nivel de expresión del 
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ARNm de Noxa en la apoptosis inducida por H2O2 en este modelo experimental. 

Se podría postular que PUMA, pero no así Noxa, sería un gen blanco de p53 

activado en respuesta a niveles elevados de ROS, puesto que presentan el mismo 

patrón de activación/aumento de expresión, lo que conduciría a la muerte celular 

de los mioblastos y constituiría, asimismo, un gen capaz de ser modulado por el E2 

mediante el cual ejercería su rol protector. 

 En la apoptosis relacionada a p53, es necesaria la regulación 

transcripcional de varios genes blanco que, actuando de manera coordinada, 

inducen la muerte celular. Como se mencionó en la Introducción, PERP es otro de 

los genes sobre los cuales p53 puede actuar para inducir apoptosis. En este 

trabajo se demuestra que en células C2C12 el gen que codifica para PERP es 

regulado positivamente a nivel transcripcional por el inductor de apoptosis H2O2. 

Asimismo, tal como se evidenció para PUMA, el tratamiento con la hormona previo 

a la inducción de apoptosis conduce a la disminución de los niveles de su ARNm, 

mostrando que E2 puede ejercer su efecto protector modulando negativamente a 

PERP a nivel transcripcional para así ejercer su rol antiapoptótico. Podría 

hipotetizarse que p53 es el encargado de estimular la transcripción de PERP, 

puesto que comparten el patrón de activación/aumento de expresión. 

 En células bajo condiciones fisiológicas normales, el tiempo de vida media 

de p53 es de minutos, sin embargo, diferentes situaciones de estrés prolongan su 

tiempo de vida media a horas (Maltzman y Czyzyk, 1984). De hecho, los niveles 

celulares de p53 están principalmente determinados por su tasa de degradación 

más que por su síntesis (Harris y Levine, 2005). La ubiquitina ligasa MDM2 es la 

proteína más importante en la asociación directa con p53 que resulta en su 

ubiquitinización y su consecuente degradación (Fuchs et al., 1998a; Haupt et al., 

1997; Honda et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Entre p53 y MDM2 existe un 

mecanismo regulatorio de retroalimentación que es esencial para mantener los 

niveles de p53 estrictamente regulados en células estresadas y no estresadas. Sin 

embargo, también existen controles adicionales a través de modificaciones 
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postraduccionales, principalmente mediante la fosforilación en el residuo Ser15 de 

p53 (Appella y Anderson, 2001), que afectaría la interacción p53-MDM2 y, en 

consecuencia, influiría en la naturaleza de los genes blanco transcriptos (Mayo et 

al., 2005). Asimismo, se ha reportado que FoxO3a puede ser degradado mediante 

ubiquitinización y degradación mediada por el proteosoma, procesos en los que 

estaría involucrada MDM2 (Plas y Thompson, 2003) y que requeriría de la 

participación de ERK (Yang et al., 2008). Se ha evidenciado, además, que la 

fosforilación mediada por Akt de este factor de transcripción también puede 

conducir a su degradación mediada por el proteosoma (Plas y Thompson, 2003). 

 En esta tesis, se evidenció que la regulación de MDM2 a nivel 

transcripcional en la apoptosis inducida por H2O2 presenta dos comportamientos 

disímiles de acuerdo al período de la apoptosis que se esté evaluando en células 

C2C12. En el inicio de la apoptosis (30 min y 1h), el tratamiento con H2O2 modula 

positivamente a MDM2 a nivel transcripcional, de modo de favorecer su nueva 

síntesis proteica, la interacción entre p53-MDM2 y p-FoxO3a-MDM2, y la 

consecuente degradación de las primeras. La regulación positiva de MDM2 

mediada por H2O2 en períodos tempranos de la apoptosis aquí observada podría 

deberse a una primera respuesta celular para protegerse de la apoptosis, 

favoreciendo la degradación de p53 y FoxO3a (fosforilado/inactivo). El período de 

incubación de 1h con el agente apoptótico pareciera ser un punto de inflexión 

clave en la apoptosis dependiente de p53 y FoxO3a. En este período (1h) se inicia 

la activación de quinasas claves para el progreso apoptótico, comienza la 

fosforilación de p53 en Ser15, al mismo tiempo que FoxO3a es regulado 

adicionalmente por JNK (discutido anteriormente), eventos que se encontrarían 

relacionados con la posterior disminución en el nivel de expresión del ARNm de 

MDM2 a niveles similares a los basales (3h y 4h de tratamiento). Esto sugiere que 

en períodos más avanzados del proceso apoptótico, la modificación 

postraduccional que sufre p53 y la activación de nuevas vías de señalización que 

afectan a FoxO3a, influiría en el control transcripcional de MDM2, lo que 

conduciría a niveles de MDM2 similares a los basales, y en consecuencia, 
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disminuiría la tasa de degradación de p53 y FoxO3a, inclinando el equilibrio hacia 

la  apoptosis. Por su parte, la hormona regula positivamente la expresión de su 

ARNm, de manera de favorecer la ubiquitinización y degradación de p53 activa, 

demostrando su rol antiapoptótico. Respecto a FoxO3a, la hormona no ejercería 

ningún efecto sobre la degradación del mismo en este período, puesto que 

FoxO3a activo/no fosforilado no es capaz de interaccionar con MDM2. 

 Si bien, hasta el momento, no se ha descripto totalmente el mecanismo 

mediante el cual la ubiquitina ligasa MDM2 interviene en la degradación de 

FoxO3a, se ha propuesto a ERK como la quinasa promotora de su ubiquitinización 

(Yang et al., 2008). En concordancia, los resultados obtenidos mediante la 

utilización de un inhibidor específico sugieren que ERK estaría relacionada con la 

regulación positiva de MDM2 mediada por el agente apoptótico en períodos 

tempranos del proceso de apoptosis. De esta manera, no solo Akt, sino también 

ERK, al actuar sobre FoxO3a promoverían un efecto de supervivencia, al 

favorecer la degradación de p-FoxO3a y, consecuentemente, impedir la 

transcripción de genes proapoptóticos.  

 Hasta el momento, se ha evidenciado en esta tesis que bajo condiciones de 

estrés, las células C2C12 podrán activar diferentes vías de señalización 

intracelular que afectarían funciones mitocondriales y enzimas antioxidantes, así 

como también regularían la expresión de diversos genes blanco a nivel nuclear, 

dependiendo del período del proceso apoptótico en el que se encuentre. Mientras 

que la hormona E2 regula de manera opuesta los eventos proapoptóticos 

activados por el H2O2. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las células no se 

encuentran aisladas, sino que, por el contrario, reciben influencias derivadas de 

las células cercanas a través de redes de comunicación intercelular. De este 

modo, en cierta medida, las células son capaces de detectar la señal de estrés 

que ha afectado a su célula vecina. Tal como se describió en la Introducción, 

durante la apoptosis, se ha reportado la formación de estructuras tubulares que 



                                                                                                                    Discusión 

169  

 

interconectan a las células, llamadas TNTs, que intervienen en la comunicación 

celular, permitiendo el pasaje de diversos componentes (Rustom et al., 2004). 

 La presencia de TNTs ha sido descripta en varios tipos celulares, por 

ejemplo entre células progenitoras endoteliales y cardiomiocitos, células madre 

mesenquimales y cardiomiocitos, entre células PC12, y entre astrocitos (Koyanagi 

et al., 2005; Plotnikov et al., 2008; Rustom et al., 2004, Wang et al., 2011). En este 

trabajo de tesis, se observa que en las células C2C12 expuestas al agente 

apoptótico se favorece la comunicación intercelular a través de la formación de 

estrucutras tipo-TNT. Sin embargo, el tratamiento con E2 antes de la inducción de 

apoptosis produce una disminución de estas estructuras de membrana. Asimismo, 

se sabe que estos TNTs pueden permitir el tráfico de pequeñas moléculas, 

organelas y/o vesículas entre las células interconectadas, ya que están 

conformados por diferentes componentes del citoesqueleto que permiten este 

pasaje. En este trabajo de tesis, se observó que la estructura de estas 

proyecciones tipo-TNT en células C2C12 está formada, no solo por filamentos de 

actina, sino también por microtúbulos, en concordancia con estudios previos en 

células humanas de cáncer de próstata, macrófagos y células H9c2 (He et al., 

2010; Onfelt et al., 2006; Vidulescu et al., 2004). Entonces, estos filamentos del 

citoesqueleto cumplirían un rol importante en el transporte a través de las 

estructuras tipo-TNT.  

 Si bien hasta el momento no se ha esclarecido totalmente el mecanismo 

molecular mediante el cual se produce el pasaje de información a través de los 

TNTs, en esta tesis en células C2C12 se observa la transferencia de mitocondrias 

a través de estos nanotubos e, incluso, se las ha evidenciado dentro del nanotubo, 

en el tránsito hacia su célula receptora. Sin embargo, no puede desestimarse que 

existan otras vías de transferencia mitocondrial e, incluso, que se transporten otras 

organelas y/o moléculas a través de los TNTs. Los experimentos realizados en 

esta tesis sugieren que, durante el inicio de la apoptosis (1h), se promovería la 

formación de estas estrucutras de membrana tipo-TNT con el fin de favorecer el 
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pasaje de mitocondrias. En concordancia con otros datos obtenidos en esta tesis 

que sugieren que, en este período del proceso apoptótico, las células C2C12 

activan diferentes mecanismos para enfrentar a este estímulo de muerte y 

promover su supervivencia, se observó que cuando se cocultivaban células 

tratadas y no tratadas con H2O2, el pasaje de mitocondrias sucedía desde las 

células sanas (no tratadas) hasta las células expuestas al estímulo apoptótico. Sin 

embargo, cuando se realizaron los mismos ensayos pero en presencia de E2, se 

evidenció que la hormona inducía una disminución de la transferencia mitocondrial 

a través de los nanotubos. Este último hallazgo se relacionaría con la reducción, 

discutida en párrafos anteriores, de la formación de estas estructuras de 

membrana cuando las células son expuestas al esteroide antes de la inducción de 

apoptosis. Estos resultados, en conjunto, sugieren que las estrucutras tipo-TNT 

cumplirían un rol en el rescate celular que se observa en el inicio de la apoptosis 

en las células C2C12. En este sentido, la disfunción mitocondrial derivada de la 

apertura sostenida del MPTP y de la pérdida del ∆Ψm presente en una proporción 

de las células C2C12 tratadas con H2O2, podría ser restablecida mediante la 

transferencia de mitocondrias desde las células sanas. El intento celular de 

sobrevivir al estímulo apoptótico sería el causante del aumento en la formación de 

estos nanotubos. Mientras que los resultados obtenidos en presencia de E2 

sugieren que, debido al efecto protector derivado de la acción de esta hormona 

sobre la preservación del MPTP y el ∆Ψm, las células C2C12 no necesitarían 

establecer tantas conexiones celulares para permitir el pasaje de mitocondrias 

sanas. Este comportamiento se ha reportado en cocultivos de células PC12, y de 

células madre mesenquimales y células endoteliales (Liu et al., 2014; Wang y 

Gerdes, 2015). Sin embargo, el efecto del E2 sobre la formación de estructuras 

tipo-TNT y sobre la transferencia de mitocondrias a través de ellos en cocultivos 

celulares, hasta el momento, no ha sido descripto por otros autores. 

 Finalmente, si bien es indudable la complejidad de los mecanismos que se 

activan en una célula frente a estímulos de muerte o supervivencia, los datos 

presentados en esta tesis contribuyen al esclarecimiento de los eventos 
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moleculares que se desencadenan en la apoptosis y su regulación por la hormona 

E2 en un modelo de envejecimiento muscular. Este conocimiento es un factor 

fundamental para el desarrollo de nuevos diseños farmacológicos de potencial 

aplicación terapéutica en alteraciones musculares por desregulación de la 

apoptosis asociada a desbalance hormonal. 
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 Las conclusiones de este trabajo doctoral de tesis son: 
 

 La inducción de apoptosis por H2O2 en mioblastos murinos C2C12 conduce 

a la activación/fosforilación temprana de PKD, y posteriormente de JNK, 

PKCδ, PKCθ, p53 y p66Shc, efectos que son revertidos por el 

pretratamiento con E2. 

 PKCδ actúa upstream JNK en la cascada apoptótica activada por H2O2 en 

células C2C12. 

 JNK, pero no PKCδ, actúa upstream p66Shc en la cascada apoptótica 

activada por H2O2 en células C2C12, promoviendo la translocación hacia 

mitocondria de la proteína Shc. 

 Al comienzo de la apoptosis inducida por H2O2 en células C2C12, FoxO3a 

es regulado negativamente por Akt, mientras que posteriormente es 

regulado por JNK, al mismo tiempo que FoxO4 es regulado positivamente 

por esta misma quinasa. El E2 ejerce su efecto protector modulando la 

actividad de estos factores de transcripción. 

 E2, a través de su receptor, regula positivamente las actividades 

enzimáticas de MnSOD, GPx y CAT. La disminución de la capacidad 

antioxidante inducida por H2O2 en células C2C12 es revertida por el 

pretratamiento con E2. 

 E2 previene la apertura prolongada del MPTP, la pérdida del ∆Ψm y la 

translocación de Bax a mitocondria inducidas por el H2O2 en células C2C12. 

 La inducción de apoptosis por H2O2 en células C2C12 conduce a la 

regulación negativa a nivel transcripcional de la proteína antiapoptótica Bcl-

2 y a la regulación positiva a nivel transcripcional de las proteínas 

proapoptóticas p66Shc, PUMA y PERP. Estos efectos transcripcionales 

generados por el inductor de apoptosis son prevenidos por la exposición a 

E2. 
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 La regulación a nivel transcripcional de la proteína proapoptótica Bim se 

encuentra en estricta relación con la transcripción de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2, que inclinaría la balanza hacia la muerte celular. Este 

efecto transcripcional sería prevenido por el tratamiento con E2. 

 La regulación a nivel transcripcional de MDM2, regulada por ERK, podría 

estar relacionada con la degradación de p53 y FoxO3a (fosforilado). 

 La inducción de apoptosis mediada por el H2O2 en células C2C12 conduce 

a la formación de estructuras tipo-TNT formadas por filamentos de actina y 

microtúbulos, encargados del tráfico de mitocondrias sanas para rescatar a 

las células estresadas en el inicio de la apoptosis.  

 Las conclusiones presentadas en este trabajo de tesis doctoral resumen los 

mecanismos moleculares  activados en la apoptosis inducida por H2O2 en células 

mioblásticas murinas C2C12 que son regulados por E2 para ejercer su efecto 

antiapoptótico (Figura C1). Los resultados obtenidos en este estudio son de 

relevancia para la fisiología del músculo esquelético, puesto que las células 

C2C12 se asemejan a las células satélites que rodean a las fibras musculares 

esqueléticas maduras. Debido a que las fibras musculares diferenciadas 

presentan escasa/nula capacidad regenerativa en respuesta a una injuria, las 

células satélites son las encargadas de reparar el músculo dañado por su 

capacidad de proliferar y diferenciarse para formar nuevo músculo. En este 

contexto, la respuesta que presentan las células satélites al estrés oxidativo es 

importante para un adecuado funcionamiento/regeneración del músculo 

esquelético. Dado que se ha relacionado al aumento de la apoptosis de células 

satélites que se observa durante el envejecimiento con una comprometida 

recuperación del músculo en animales, el conocimiento de estos mecanismos 

moleculares que se presentan en miopatías del envejecimiento, cuando los niveles 

hormonales son bajos, contribuirían al planeamiento de nuevas estrategias 

terapeúticas para su tratamiento, que podrían focalizarse en los diversos blancos 
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moleculares descriptos en esta tesis de manera de preservar a las células satélites 

de la apoptosis.   

Figura C1. Mecanismos de señalización activados en la apoptosis inducida 
por H2O2 en células C2C12 regulados por E2. 
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