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RESUMEN 

 

Mecanismo de activación de p19INK4d y su papel como factor neuroprotector frente 

a la injuria genotóxica 

 

La permanencia de la mayoría de las neuronas durante toda la vida del organismo 

necesaria para mantener sus funciones, y el hecho de que estas células no se dividan luego 

del desarrollo sugieren que, durante la evolución, se ha ejercido una fuerte presión sobre el 

sistema nervioso de modo de desarrollar diversos mecanismos que lo protejan contra la 

muerte celular. Las dramáticas consecuencias de la neurodegeneración enfatizan la 

importancia de estos mecanismos que promueven la supervivencia y plasticidad neuronal. 

Por lo tanto, la identificación de los factores implicados en la regulación de la homeostasis 

y supervivencia neuronal es imprescindible para comprender el desarrollo y 

establecimiento de las enfermedades neurodegenerativas y para el diseño de una terapia 

racional para su tratamiento.  

La expresión temprana y extensa de p19INK4d, un miembro de la familia INK4 de 

inhibidores del ciclo celular, en el cerebro y su participación en la reparación del DNA y 

en la apoptosis sostienen la hipótesis de que esta proteína participaría en mecanismos de 

protección de las neuronas frente a la muerte celular. El objetivo del presente trabajo 

consistió en evaluar el potencial rol de p19 en este sentido, así como también su 

mecanismo de activación. 

Se utilizaron células SH-SY5Y diferenciadas con ácido trans-retinoico como 

modelo neuronal y cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata. Los tratamientos 

con genotóxicos como el péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina indujeron la expresión y 

fosforilación de la proteína de p19. Ambos efectos fueron dependientes de la movilización 

de calcio intracelular, ya que la incubación con el ionóforo de calcio A23187 o con una 

concentración aumentada de potasio, recapitularon la acción de los genotóxicos sobre p19. 

La inhibición de la actividad de CDK5 o la incubación con calpeptina, un inhibidor de la 

calpaína, responsable de la proteólisis de p35, subunidad regulatoria de CDK5, a p25, su 

forma más activa, causaron la inhibición de la fosforilación de p19 en respuesta a 

genotóxicos, demostrando que la quinasa CDK5 es la enzima efectora de dicha 

fosforilación. Se establecería un balance entre la síntesis y degradación de la proteína p19, 

ya que la misma parecería ser un sustrato de la calpaína, proteasa que se activa en 
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presencia de los genotóxicos mencionados. Por otro lado, el factor de transcripción E2F1 

participaría en la inducción de la expresión de p19 frente al péptido ȕ-amiloide. 

Las células neuronales con sobrexpresión inducida de p19 repararon más 

eficientemente el DNA dañado y mostraron niveles reducidos de muerte celular en 

respuesta al tratamiento con el péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina. Resultados 

opuestos se obtuvieron en células deficientes en esta proteína. La presencia de los 

genotóxicos también produjo la inducción del gen de p19 en neuronas de hipocampo. Estas 

células con niveles disminuidos de p19 presentaron una menor eficiencia en la reparación 

del DNA y un mayor grado de apoptosis luego del tratamiento con los genotóxicos. La 

presencia de p19 influenció la sensibilidad neuronal a largo plazo y confirió resistencia al 

estrés neurotóxico. Ensayos in vivo llevados a cabo en el hipocampo del ratón mostraron 

que en ausencia de p19 existía un mayor porcentaje de células dañadas luego de la 

inyección de neocarzinostatina.  

De esta forma, los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten hablar de p19 

como un factor neuroprotector, implicado no sólo en los mecanismos de reparación del 

DNA en respuesta al estrés genotóxico exógeno, sino también en la resistencia y en la 

supervivencia de las neuronas en respuesta a procesos endógenos que conducen a la 

neurodegeneración. 
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ABSTRACT 

 

Mechanism of activation of p19INK4d and its role as a neuroprotective factor during 

genotoxic stress. 

 

The permanence of most neurons throughout the life span of an organism is 

required to maintain its functions. The fact that these cells do not undergo division after the 

developmental stage suggests that, during evolution, the nervous system was subjected to a 

strong selective pressure to develop appropriate mechanisms to prevent cell death. The 

dramatic consequences of neurodegeneration highlight the importance of these 

mechanisms that promote neuron survival and plasticity. 

Therefore, the identification of the factors involved in the regulation of neuron 

homeostasis and survival is critical to understanding the development and progress of 

neurodegenerative diseases, as well as for the design of rational therapies for their 

treatment.  

p19INK4d, a member of the INK4 family of cell cycle inhibitors, is expressed in an 

early and long-lasting manner in the brain and is involved in DNA repair and apoptosis. 

This supports the hypothesis that this protein might participate in the mechanisms that 

protect neurons from cell death. The aim of this thesis was to examine a potential role for 

p19 in this context, as well as its mechanism of activation. 

SH-SY5Y cells differentiated with all-trans-retinoic acid and primary cultures of 

rat hippocampal neurons were used as neuronal models. Genotoxic stimuli such as the ȕ-

amyloid peptide and neocarzinostatin induced the expression and phosphorylation of the 

p19 protein. Both effects appear to depend on intracellular calcium mobilization since they 

were recapitulated by treatment with the calcium ionophore A23187 or high extracellular 

potassium levels. Inhibition of CDK5 activity or treatment with the calpain inhibitor 

calpeptin prevented p19 modification in response to genotoxic stress. The protease calpain 

cleaves p35, CDK5 regulatory subunit, to its more active form p25. These results indicate 

that CDK5 is the kinase responsible for p19 phosphorylation. An equilibrium between p19 

synthesis and degradation likely exists since p19 appears to be a substrate for calpain, 

which becomes activated following genotoxic stress. Finally, the E2F1 transcription factor 

is shown to be involved in p19 transcriptional regulation in response to ȕ-amyloid peptide 

treatment. 
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 Neuronal cells overexpressing p19 promoted DNA repair more efficiently and 

exhibited reduced levels of cell death in response to ȕ-amyloid peptide or neocarzinostatin 

treatment, compared to control cells. The opposite effect was observed in cells with 

reduced p19 expression. The same genotoxic stimuli also induced the p19 gene in 

hippocampal neurons and, in these cells, downregulation of p19 led to impaired DNA 

repair and enhanced apoptosis following genotoxic stress. The presence of p19 influenced 

long-term neuronal sensitivity and conferred resistance to neurotoxic stress. In vivo studies 

showed that ablation of p19 in mouse hippocampal neurons correlates with an increased 

percentage of cells displaying signs of DNA damage after neocarzinostatin injection.  

In summary, the data described in this thesis supports the hypothesis of p19 as a 

neuroprotective factor, implicated not only in the mechanisms of DNA repair in response 

to exogenous genotoxic stress, but also affecting neuronal cell resistance and survival in 

response to the endogenous processes leading to neurodegeneration.  

 

 

 

 

Key words: p19INK4d – neurodegeneration  – DNA repair – apoptosis – hippocampus – 
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PRIMERA PARTE  
 

 El desarrollo del sistema nervioso central ocurre en cuatro fases principales. La 

primera especifica el sitio del sistema nervioso y predispone al ectodermo hacia un destino 

neural, conocida como inducción neural. En la segunda fase, se desarrolla la neuralación, 

seguida de una expansión de las células germinales o stem para generar un pool de 

progenitores neurales. Luego, el período de división simétrica da lugar, progresivamente, a 

una división asimétrica, en la cual al menos una célula hija se escapa del ciclo celular y se 

diferencia en su fenotipo maduro. Finalmente, al momento del nacimiento, el cerebro entra 

en un estado de quiescencia replicativa, a excepción de ciertas regiones especializadas 

como la corriente migratorio rostral, el cortex cerebelar, el giro dentado hipocampal y las 

células gliales, los cuales presentan división y regeneración celular (Cunningham and 

Roussel, 2001). 

 

 

Apoptosis y supervivencia neuronal 

 

 En el sistema nervioso central embrionario hay una vasta sobreproducción de 

neuronas de las cuales alrededor de un 50% sufren apoptosis durante el período de 

desarrollo. La apoptosis es frecuente en zonas con alta tasa de proliferación, donde puede 

actuar como un mecanismo de selección para remover progenitores neuronales aberrantes, 

o entre tipos celulares necesarios sólo para un período restringido del desarrollo (Barzilai 

et al., 2008; McKinnon, 2009). Sin embargo el papel más caracterizado de la apoptosis 

durante el desarrollo del sistema nervioso ocurre durante la sinaptogénesis, período durante 

el cual hay una competencia por factores tróficos y actividad sináptica que conduce a la 

pérdida del exceso de neuronas (Buss et al., 2006).  

Esta apoptosis masiva es crucial para dar forma a la compleja arquitectura del 

cerebro de modo de establecer los circuitos neuronales necesarios que permitirán la 

ejecución de las funciones motoras, de aprendizaje, memoria, etc. (Buss et al., 2006; Hara 

and Snyder, 2007). Sin embargo, y en contraste con el rápido recambio celular en los 

tejidos proliferativos, las neuronas, en un sentido general, sobreviven durante toda la vida 

del individuo, siendo esta característica de permanencia, imprescindible para el 
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mantenimiento de las redes neuronales mencionadas. Es por ello que, al contrario de lo que 

ocurre durante el desarrollo, la progresiva apoptosis neuronal en el cerebro adulto es causa 

de patologías irreversibles denominadas enfermedades neurodegenerativas, tales como las 

enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotrófica entre 

otras (Bredesen et al., 2006; Mattson, 2000).  

 

 

Factores que estimulan la muerte neuronal 

 

Los estímulos y factores genéticos, fisiológicos o ambientales que promueven la 

apoptosis neuronal son variados. Entre ellos, el limitado acceso a factores neurotróficos 

(Wagner et al., 2006), el aumento de radicales libres producidos por estrés oxidativo que 

causan daño al DNA (Krantic et al., 2007) y la excitotoxicidad (Leavitt et al., 2006). La 

neurodegeneración también es causada por mutaciones genéticas y disfunciones 

metabólicas y por la acción de toxinas ambientales. 

La excitotoxicidad es considerado el principal inductor de muerte celular en 

condiciones neurodegenerativas agudas. Este proceso se produce por la sobreactivación de 

receptores de glutamato (NMDA, AMPA, KA) o de un amplio rango de canales y 

transportadores (TRPM2, TRPM7, NCX, ASICs, CaV1.2 y hemicanales), que lleva a un 

aumento del influjo de calcio hacia el citoplasma de la célula neuronal  (Szydlowska and 

Tymianski, 2010). El incremento potencialmente tóxico del calcio citoplásmatico también 

puede deberse a su liberación desde los sitios de almacenaje internos, debido a daños en la 

mitocondria y en el retículo endoplasmático o a la función aberrante de receptores y 

canales presentes en sus membranas (Chen et al., 2008). Tal incremento en las 

concentraciones de calcio intracelular trae como consecuencia la activación de una serie de 

cascadas de señalizaciones que resultan neurotóxicas, como ser el desacople entre la 

transferencia de electrones y la síntesis de ATP mitocondrial, o la activación y 

sobreestimulación de enzimas como las calpaínas, la caspasa-3 y otras proteasas, proteínas 

quinasas, óxido nítrico sintasa (NOS), calcineurina y endonucleasas (Goffredo et al., 2002; 

Szydlowska and Tymianski, 2010; Wellington et al., 2002). 
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Señales de supervivencia neuronal 

 

 Los factores neurotróficos tales como BDNF (brain-derived neurotrophic factor), 

NGF (nerve growth factor) y bFGF (basic fibroblast growth factor) y ciertas citoquinas 

como TNF-α (tumor necrosis factor-alpha) y LIF (Leukemia inhibitory factor), previenen 

la muerte celular estimulando la producción de enzimas antioxidantes, proteínas 

antiapoptóticas de la familia Bcl-2 y proteínas involucradas en la homeostasis de calcio 

(Hennigan et al., 2007; Orellana et al., 2007; Sasaki et al., 2006).  

 Ha sido reportado recientemente que la acción neuroprotectora de NGF y BDNF 

contra la neurotoxicidad inducida por estaurosporina en neuronas hipocampales, está 

mediada por la activación de la vía de señalización PI3K/Akt a través de la fosforilación de 

los receptores TrkA y TrkB (Nguyen et al., 2010). La vía PI3K/Akt es particularmente 

importante en la supervivencia neuronal frente a una amplia variedad de circunstancias 

(Brunet et al., 2001) y se ha visto, además, que la misma es suficiente, y en algunos casos 

necesaria, para la supervivencia celular inducida por factores tróficos en varios tipos 

neuronales (Dudek et al., 1997; Miller et al., 1997; Philpott et al., 1997). La fosforilación 

mediada por Akt de la proteína BAD, un miembro de la familia Bcl-2, inhibe sus funciones 

pro-apoptóticas (Datta et al., 1997). Akt también fosforila e inhibe a las caspasas, incluida 

la capasa-9 (Cardone et al., 1998). Sumado a sus efectos inhibitorios sobre la maquinaria 

apoptótica citoplasmática, la vía PI3K/Akt también regula la apoptosis mediante la 

supresión de la expresión de los genes de muerte (Biggs et al., 1999).  

La citoquina pro-inflamatoria TNF-α juega un rol dual tanto en neurodegeneración 

como en la neuroprotección en el sistema nervioso central. Está bien documentado que en 

la enfermedad de Alzheimer la células de la microglía, astrocitos y/o células neuronales 

secretan citoquinas, como ser IL-6, IL-1 y TNF-α, las cuales inducen la síntesis de la 

proteína precursora amiloide (APP) (Wyss-Coray and Mucke, 2002). Por otro lado, tanto 

APP como el péptido ȕ-amiloide pueden inducir la expresión de estas citoquinas en 

cultivos de astrocitos y células de la microglía (Blasko et al., 2004). A pesar de la 

descripción inicial de TNF-α como inductor de muerte celular, se han reportado efectos 

neuroprotectores de este factor contra la muerte celular inducida por varios insultos 

neurotóxicos. Se ha visto que el pre-tratamiento con TNF-α protege a las neuronas 

hipocampales contra la toxicidad del péptido ȕ-amiloide mediante la supresión de la 
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acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y del incremento del calcio citosólico 

(Barger et al., 1995), y mediante la inhibición de la expresión y actividad de CDK5 y, por 

ende, la disminución en la hiperfosforilación de la proteína Tau (Orellana et al., 2007).  

 

 

CDK5 en el sistema nervioso: mediador de supervivencia y muerte neuronal 

 

CDK5, también conocida como quinasa neuronal CDC2-like (NCLK), es un 

miembro de la familia de pequeñas serina/treonina quinasas dependientes de ciclina 

(CDKs). A pesar de su homología con la CDK1 y la CDK2, CDK5 parecería no tener un 

rol, o al menos no se lo ha encontrado, en la regulación del ciclo celular (Dhavan and Tsai, 

2001). Esta quinasa se encuentra ampliamente expresada en muchas células y tejidos, 

aunque su mayor actividad es predominantemente detectada en neuronas postmitóticas del 

sistema nervioso (Hisanaga and Endo, 2010). Al igual que las otras CDKs, el monómero 

CDK5 no posee actividad enzimática y requiere de su asociación con un factor regulatorio 

para activarse. Se han identificado dos subunidades regulatorias para CDK5: p35 y p39. A 

pesar de la baja similitud de secuencia con las ciclinas (los activadores clásicos de las 

CDKs), estudios de mutagénesis y de modelado computacional predicen que p35 podría 

adoptar una estructura terciaria similar a las ciclinas (Tang et al., 1997). Tanto p35 como 

p39 son altamente expresados en el sistema nervioso, lo cual explica la elevada y casi 

exclusiva actividad de CDK5 en este tejido. Ambos factores poseen señales de 

miristoilación en su extremo amino terminal, la cual conduce a estas proteínas a la 

membrana celular. Por lo tanto, la distribución subcelular de la actividad de CDK5 está 

dictaminada por la localización de p35 y p39 (Tsai et al., 1994). Además, los sustratos 

fisiológicos de esta quinasa son en su mayoría proteínas transmembrana o asociadas a 

membrana. Algunos de ellos son pγ5, pγ9, Src, ȕ-catenina, Tau, MAP1B, Synapsin 1, 

MUNC18, ȕ-APP y pRb (Dhavan and Tsai, 2001)..  

La actividad de CDK5 es vital para el correcto desarrollo y para la adquisición de 

una gran cantidad de funciones en el sistema nervioso central (Hisanaga and Endo, 2010). 

Se ha visto que ratones deficientes en CDK5 o p35 mueren poco antes o poco después del 

nacimiento. El silenciamiento de CDK5 o p35 en estos ratones produce una gran cantidad 

de anormalidades en el sistema nervioso, como ser la inversión de las capas neuronales en 
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la corteza cerebral (Ohshima et al., 1996), defectos en la laminación cortical e hipocampal 

e hipoplasia cerebelar (Gilmore et al., 1998).  

El rol más conocido de CDK5 es la regulación de la citoarquitectura del sistema 

nervioso central, la cual incluye la migración de las neuronas postmitóticas, la orientación 

axonal y la estabilidad de los microtúbulos. También hay evidencias que asocian la 

actividad de CDK5 al transporte intracelular y al de membrana, a la adhesión celular, a la 

señalización dopaminérgica y a la adicción a las drogas (Dhavan and Tsai, 2001; Lopes 

and Agostinho, 2011). Del mismo modo, CDK5 desempeña un importante papel en la 

actividad sináptica, tales como la formación de sinapsis y su plasticidad y, por ende, sobre 

el aprendizaje y la memoria (Angelo et al., 2006). Recientemente, también se ha reportado 

la intervención de esta quinasa en la respuesta celular al daño al DNA (Lee et al., 2007; 

Lee and Kim, 2007) 

 

 

El lado oscuro de CDK5 

 

Sin embargo, una gran cantidad de evidencias han mostrado que la activación 

anormal de CDK5 es tóxica para las neuronas, llevando a la apoptosis bajo condiciones 

tanto fisiológicas como patológicas (Shelton and Johnson, 2004). La actividad desregulada 

de CDK5 conduce a procesos neurodegenerativos que incluyen Alzheimer, Parkinson, 

esclerosis lateral amiotrófica o injuria neuronal aguda (Cheung and Ip, 2004; Lopes et al., 

2010; Slevin and Krupinski, 2009). La desregulación de la actividad de esta quinasa se 

produce por el clivaje de su proteína reguladora p35 a p25 catalizada por la calpaína, dando 

una CDK5/p25 que es mucho más activa.  

La exposición de las neuronas al estrés oxidativo, al péptido ȕ-amiloide o la 

excitotoxicidad producen la disrupción de la homeostasis del calcio en la célula, llevando a 

la activación de la proteasa dependiente de calcio, calpaína. El hecho de que la activación 

de calpaína, y por ende del clivaje de p35 a p25, sea debido, entre otros factores, a la 

acción de diversas moléculas con características genotóxicas plantea una relación causal 

entre el daño al DNA, CDK5 y neurodegeneración (Lee and Kim, 2007). La calpaína cliva 

y convierte p35 en p25, la cual mantiene los elementos necesarios para su asociación a 

CDK5, pero pierde la señal de miristoilación. Además, p25 es más estable y posee una 



 INTRODUCCIÓN 

8 
 

mayor vida media que su par p35, permitiendo de este modo la activación más sostenida de 

CDK5 (Cruz and Tsai, 2004). La relocalización citoplasmática de CDK5, producto del 

clivaje de p35 a p25, junto con su mayor actividad, llevan a la hiperfosforilación de 

sustratos que, en condiciones normales, no son fosforilados por la quinasa, como ser los 

neurofilamentos y la proteína Tau. Como consecuencia de ello, se produce la disrupción 

del citoesqueleto, la desestabilización de los microtúbulos, la retracción neuronal y 

apoptosis (figura I ) (Cruz and Tsai, 2004; Lopes et al., 2007). La fosforilación anormal de 

Tau ha sido involucrada como una de las causas de la patología de varias enfermedades 

neurodegenerativas, como ser el Alzheimer, el síndrome de Down, el Parkinson y la 

parálisis supranuclear progresiva. La característica patológica de estos desórdenes 

degenerativos es la presencia de ovillos neurofibrilares, los cuales están compuestos 

principalmente por filamentos de Tau hiperfosforilada (Pei et al., 1998). Al mismo tiempo, 

CDK5 media sus efectos neurotóxicos a través de la fosforilación e inhibición del factor de 

transcripción MEF2, un regulador clave de la supervivencia neuronal (Tang et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.  Desregulación de la actividad de CDK5 por diversos factores (adaptado de Cruz and 
Tsai, 2004) 
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La probabilidad del daño al DNA como las consecuencias del mismo se incrementa 

con la desregulación de la actividad de CDK5 neuronal. Recientemente, se ha demostrado 

que el tratamiento con el genotóxico mitomicina C o el estrés oxidativo, induce un 

aumento en la actividad de CDK5, la cual fosforila y estabiliza a p53, contribuyendo de 

esta forma a una muerte neuronal inducida por daño al DNA dependiente de p53 (Lee et 

al., 2007; Lee and Kim, 2007). Por otro lado, la sobreactivación de CDK5 impacta 

negativamente sobre la actividad antioxidante de las neuronas. CDK5 desregulada fosforila 

a la peroxidasa Prx2 que resulta de este modo inhibida, disminuyendo la capacidad de las 

neuronas para eliminar las especies reactivas del oxígeno (ROS) y conduciendo a una 

mayor fuente potencial de daño al DNA (Qu et al., 2007). El mismo grupo ha reportado 

que otro sustrato de la actividad desregulada de CDK5 es la endonucleasa Ape1, la cual 

cumple un papel fundamental en el mecanismo de reparación del DNA por escisión de 

base (BER). La fosforilación de Ape1 en el núcleo por CDK5 hiperactivada conduce a la 

inhibición de su actividad endonucleasa, y a la consecuente acumulación de sitios 

apurínicos/apirimidínicos, es decir, de daño en el DNA. Esto trae como consecuencia la 

muerte neuronal en modelos de toxicidad mitocondrial (Huang et al., 2010b). Estos 

resultados amplían las evidencias que asocian la hiperactividad de CDK5 con el daño al 

DNA (Kim et al., 2008a; Tian et al., 2009). 

Las consecuencias de la desregulación de la actividad de CDK5 por el clivaje de 

p35 a p25 no se agotan aquí. Desde encefalopatías causadas por priones al reingreso de las 

neuronas postmitóticas al ciclo celular, como paso previo a su apoptosis, tienen como 

causal la sobreactivación de CDK5 (Lopes et al., 2009). 

 

 

Cdk5: blanco terapéutico 

 

Para el estudio de los procesos neurodegenerativos y con el objeto de entender los 

mecanismos involucrados y las consecuencias sobre las capacidades cognitivas de los 

mamíferos, uno de los grupos líderes en el estudio de las funciones de CDK5 ha 

desarrollado un modelo de neurodegeneración que consiste en ratones transgénicos que 

expresan una proteína de fusión p25-GFP bajo el control del promotor de calmodulin 

quinasa II. La inducción de p25 en estos ratones lleva a la activación de un proceso 
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neurodegenerativo a las 4 semanas y, luego de 6 semanas, pérdida de neuronas y una 

apreciable disminución de capacidades cognitivas. En relación directa con este trabajo de 

tesis, es interesante destacar que en un microarray del prosencéfalo en estos ratones se 

observó que el 30% de los genes cuya expresión es modificada por sobrexpresión de p25 

corresponde a genes involucrados en el mantenimiento de la integridad del genoma o 

regulación del ciclo celular y entre estos se incluye a p19INK4d. Además, la sobrexpresión 

de p25 produjo una acumulación de daños doble cadena en el DNA (Fischer et al., 2007; 

Kim et al., 2008a).  

Todos estos antecedentes señalan a CDK5 como un buen blanco farmacológico 

para el tratamiento o prevención de las patologías mencionadas. Ya hay estudios, in vivo e 

in vitro, demostrando que el bloqueo de la actividad de CDK5 puede tener efectos 

neuroprotectores. Se han utilizado dos estrategias: la inhibición directa de CDK5, por 

ejemplo con roscovitina, o la inhibición de calpaína, con MDL28170, para evitar la 

formación de p25. Si bien ambos son capaces de atravesar la barrera hematoencefálica no 

son completamente específicos y afectan también negativamente otros mecanismos 

fisiológicos (Lopes and Agostinho, 2011). Evidentemente, el control de la actividad de 

CDK5 es esencial para limitar la neurodegeneración. 

 

 

Daño al DNA y neurodegeneración 

 

Una respuesta celular apropiada frente a la acción de genotóxicos, activando las 

vías de transducción de señales adecuadas, junto con la capacidad para reparar el DNA 

dañado, constituyen procesos fundamentales e imprescindibles para la supervivencia de 

cualquier organismo (Hoeijmakers, 2001). Defectos en la respuesta o en la reparación del 

DNA son causas de un gran número de patologías que incluyen anormalidades en el 

desarrollo, deficiencia inmunológica y cáncer, entre otras (Hahn and Weinberg, 2002; 

Lange et al., 2011; Motoyama and Naka, 2004).  

El sistema nervioso en particular se ve profundamente afectado por deficiencias en 

la reparación del DNA dañado. El correcto funcionamiento de los mecanismos de 

reparación es de crucial importancia en el desarrollo temprano durante el cual, a partir de 

las células madre neurales, hay una gran expansión de células progenitoras y su 
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diferenciación para generar el sistema nervioso. Estas células progenitoras neurales 

también proliferan, aunque en menor medida, en ciertas regiones del cerebro maduro como 

la zona subventricular, el ventrículo lateral y el giro dentado (Zhao et al., 2008). 

En el sistema nervioso maduro, la reparación del DNA es esencial para controlar el 

daño oxidativo. Este es justamente una de las razones por las que el cerebro es 

particularmente sensible al daño al DNA. El cerebro utiliza alrededor del 20% del oxígeno 

incorporado por un mamífero, sin embargo, tiene una baja capacidad, en comparación con 

otros tejidos, para neutralizar especies reactivas de oxígeno debida a los menores niveles 

de actividad de enzimas que degradan o neutralizan estas especies (Barzilai, 2007; Chen et 

al., 2003). Esta carga de radicales libres altamente reactivos incrementa la probabilidad de 

daño al DNA, más específicamente daños simple cadena que, de no ser reparados 

apropiadamente, interfieren con la transcripción y podrían conducir a la muerte celular 

(Ljungman and Lane, 2004). 

El daño al DNA es un evento central en el proceso de neurodegeneración y, 

recientemente, se han relacionado los defectos en la reparación en tejidos neurales adultos 

con el envejecimiento y los síndromes de Alzheimer y Parkinson (McKinnon, 2009). Por 

ejemplo, se ha reportado la presencia de rupturas en ambas cadenas del DNA en isquemia 

cerebral (Kitagawa, 2007) y diversos tipos de lesiones en el DNA han sido encontrados en 

pacientes con Parkinson y Alzheimer (Lee and McKinnon, 2007). La enfermedad de 

Alzheimer (AD) es un desorden neurodegenerativo crónico caracterizado por la presencia 

de plaquetas de ȕ-amiloide y ovillos neurfibrilares en áreas del cerebro asociadas con 

funciones del aprendizaje y la memoria. Las deposiciones de las plaquetas de ȕ-amiloide 

cumplen un rol crítico en la neuropatogénesis del Alzheimer (Weiner and Frenkel, 2006). 

Las mismas se encuentran rodeadas de células de la microglía, las cuales se activan y 

producen especies reactivas del oxígeno (ROS) como el ión superóxido y otros oxidantes 

derivados. Las ROS inducen o exacerban la neurotoxicidad ya que provocan estrés 

oxidativo en neuronas hipocampales, corticales y en neuronas dopaminérgicas (Nam et al., 

2012).  

Por otro lado, daños en el DNA correspondiente a zonas regulatorias de genes 

involucrados en la supervivencia neuronal, correlaciona con la disminución de neuronas 

observada en el cerebro de adultos mayores (Krantic et al., 2007; Lee and McKinnon, 

2007). La acumulación de daños al DNA también está asociada con la aparición de 
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senescencia celular y envejecimiento prematuro. Diversos síndromes progeroides 

presentan defectos en la respuesta al daño al DNA sugiriendo que la progresiva 

inestabilidad genómica representa una causa importante en la precipitación de la 

senescencia y en el proceso de envejecimiento (Coppede and Migliore, 2010; Katyal and 

McKinnon, 2008; Molofsky et al., 2006). La importancia de la reparación del DNA en el 

sistema nervioso se ve también reflejada en las anormalidades neurológicas observadas en 

pacientes con desórdenes hereditarios que afectan los mecanismos de reparación. Este 

conjunto de enfermedades genéticas con desórdenes neurológicos comprende al síndrome 

xeroderma pigmentosa (XP), al síndrome de Cockayne (CS), ataxia telangectasia (AT) y el 

desorden AT-like (ATLD) (Brooks, 2002). 

El conjunto de evidencias confirma la relación entre daño al DNA, 

neurodegeneración y envejecimiento neuronal. 
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SEGUNDA PARTE 

 

Mantenimiento de la integridad del genoma 

 

 El daño a nuestro genoma constituye una amenaza constante para la supervivencia 

y para la correcta propagación de la información genética a lo largo de las generaciones. 

Para lidiar con estas amenazas, las células eucariotas han desarrollado mecanismos de 

respuesta a estructuras anormales o al daño en el DNA, que en su conjunto reciben el 

nombre de respuesta al daño al DNA o DDR (DNA Damage Response). La respuesta al 

daño al DNA comprende una serie de complejas vías de transducción de señales que tienen 

la habilidad de sensar el DNA dañado y transducir la información para coordinar 

correctamente la progresión del ciclo celular con la reparación del DNA, la remodelación 

de la cromatina, la modificación de programas transcripcionales, senescencia y la muerte 

celular (Ciccia and Elledge, 2010; Lukas et al., 2011). Las células poseen un arsenal de 

herramientas enzimáticas capaces de remodelar y reparar el DNA. De todas formas, las 

mismas deben ser activadas correctamente en forma espacial y temporal para optimizar la 

reparación y prevenir alteraciones innecesarias y potencialmente deletéreas en la estructura 

del DNA durante los procesos celulares normales (figura II ) (Ciccia and Elledge, 2010).  

Mientras que en organismos unicelulares la respuesta a la presencia de lesiones en 

el DNA activa los puntos de control y los mecanismos de reparación, en los organismos 

multicelulares, cuando el daño es significativo, una célula puede derivar al inicio de un 

programa apoptótico (Hahn and Weinberg, 2002; Martin et al., 2003). La pérdida de la 

integridad genómica predispone al organismo a la inmunodeficiencia, desórdenes 

neurológicos y cáncer (Hoeijmakers, 2009; Peterson and Cote, 2004). Es por esto que, a lo 

largo de la evolución, se han seleccionado mecanismos de respuesta al daño al DNA cada 

vez más eficientes, ya que una respuesta efectiva conferiría un mayor valor adaptativo a los 

organismos que la tuvieran. Más allá de las fuentes exógenas de daño al DNA, una célula 

humana debe reparar más de 10.000 lesiones en el DNA por día generadas por acción de 

fuentes endógenas (Hoeijmakers, 2009). De hecho, se ha propuesto que la mayor parte de 

la maquinaria de reparación ha evolucionado para reparar este tipo de daño (Lindahl and 

Barnes, 2000). El daño al DNA activa mecanismos específicos de respuesta, dependiendo 

del tipo de lesión producida. Las lesiones son reparadas in situ o removidas y, en general, 
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el DNA es restablecido a su secuencia original (Hoeijmakers, 2001). Mientras que hasta el 

año 1996 todo el conocimiento relacionado con la respuesta al daño al DNA provenía del 

estudio en levaduras (Elledge, 1996), en los últimos años se han hecho numerosos avances 

en el estudio de la respuesta al daño al DNA en eucariotas superiores. Se ha visto que las 

vías regulatorias de esta respuesta son complejas y están altamente conservadas en 

mamíferos. La DDR comprende dos etapas fundamentales. Por un lado, la maquinaria de 

los puntos de control del ciclo celular arresta a las células en puntos específicos del ciclo 

para permitir la reparación de las lesiones antes de que sean convertidas en mutaciones 

permanentes. Por otro lado, el sistema de reparación propiamente dicho, que remueve o 

repara el daño (Hoeijmakers, 2001; Sandal, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agentes genotóxicos 

 

Las lesiones en el DNA pueden deberse a tres causas principales: 1) causas 

endógenas: constituidas por productos del metabolismo celular normal, como las especies 

Figura II. Respuesta al daño al DNA (adaptado de Hoeijmakers, 2009) 
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reactivas de oxígeno (ROS) derivadas de la respiración oxidativa y de productos de la 

peroxidación de lípidos (Lindahl and Barnes, 2000); 2) causas exógenas: constituidas por 

agentes ambientales como la radiación ionizante, la radiación ultravioleta y varios agentes 

químicos que causan modificaciones en la estructura del DNA (Hoeijmakers, 2009); 3) 

otras causas: uniones químicas en el DNA que tienden a desintegrarse espontáneamente 

bajo condiciones fisiológicas. La hidrólisis de nucleótidos deja sitios abásicos no-

instructivos. La deaminación de citosina, adenina, guanina o 5-metilcitosina convierte estas 

bases en las respectivas bases no codificantes uracilo, hipoxantina, xantina y timina 

(Lindahl and Barnes, 2000). 

Se vio que las neuronas son más vulnerables que los astrocitos a los agentes 

genotóxicos, como ser la radiación ionizante, la radiación UV, las excitotoxinas, hipoxia y 

las drogas quimioterapéuticas (Morrison and Kinoshita, 2000). Se observaron además, 

roturas en las hebras de DNA en neuronas bajo condiciones de isquemia (Dirnagl et al., 

1999), y el daño genotóxico también ha sido implicado en el daño excitotóxico y en el 

estrés oxidativo, dos mecanismos ampliamente asociados con la patogénesis de 

enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer (Shen et al., 2006). 

Sin embargo, los mecanismos de señalización que se activan en respuesta a los insultos en 

el DNA no han sido totalmente esclarecidos (Sedarous et al., 2003). 

Las lesiones provocadas en los modelos experimentales de esta tesis son las que se 

producen por causas exógenas: la droga quimioterapéutica neocarzinostatina y la 

camptotecina; y por causas endógenas: el péptido ȕ-amiloide. 

 

 

Neocarzinostatina 

 

  El agente antitumoral neocarzinostatina (NCS) es un antibiótico miembro de la 

familia de los enediynes, el cual contiene un cromóforo hidrofóbico como componente 

activo. En presencia de tiol, el cromóforo forma especies birradicales altamente reactivas, 

las cuales pueden inducir daño en ambas hebras del DNA por la abstracción simultánea del 

hidrógeno del C-5` de la desoxirribosa en una hebra y del C-1` o el C-4` en la cadena 

opuesta. La NCS también induce verdaderas roturas doble cadena en las secuencias 

AGT.ACT (5`- 3`. 5`- 3`), así como también en sitios abásicos próximos a roturas en la 
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cadena opuesta con secuencia AGC.GC.T, la cual se descompone rápidamente en la 

cromatina para producir daños doble cadena adicionales (Smith et al., 1994; Smith and 

MacLeod, 1993). 

Las neuronas están expuestas a diversas clases de genotóxicos, que generan 

diferentes tipos de daño en el DNA y que activan las distintas vías de reparación. El daño 

doble cadena es uno de los más graves en cuanto a sus consecuencias, ya que produce una 

elevada muerte celular que conlleva a la generación de enfermedades neurodegenerativas. 

El daño doble cadena es reparado principalmente por dos de las vías más importantes de 

reparación del DNA, unión de extremos no homólogos (non-homologous end joining, 

NHEJ) ó recombinación homóloga (homologous recombination, HR). Ambas vías de 

reparación mecanísticamente diferentes, funcionan para mantener la integridad del genoma 

luego del daño doble cadena en el DNA (O'Driscoll and Jeggo, 2006). 

 

  

Péptido β-amiloide 

 

El péptido ȕ-amiloide, de 39 a 42 aminoácidos de longitud, deriva de una gran 

proteína transmembrana llamada proteína precursora amiloide (amyloid precursor protein, 

APP). Es liberado al espacio extracelular luego de dos clivajes consecutivos de la APP 

llevados a cabo por las ȕ- y Ȗ-secretasas (Shoji et al., 1992). Este residuo, aunque carente 

de estructura en solución acuosa, es propenso a formar agregados de estructura “hojas-

beta”, incluyendo dímeros, oligómeros y fibrillas, los cuales ejercen efectos neurotóxicos 

(Ittner and Gotz, 2011). A pesar de la creencia original de que el estado final fibrilar del 

péptido ȕ-amiloide era el principal causante de los efectos tóxicos, hay muchas evidencias 

que sugieren que las propiedades citotóxicas más tempranas y extendidas de este péptido 

están mediadas por los agregados más pequeños y menos ordenados (Hartley et al., 1999). 

Hay un acuerdo general de que las sinapsis, y en particular los compartimentos 

postsinápticos, son los blancos principales de la toxicidad del péptido ȕ-amiloide (Selkoe, 

2002).  

La presencia de este péptido es una de las causas de enfermedades 

neurodegenerativas como el Alzheimer, y es el principal componente de las placas seniles 

(Kim et al., 2003). Los mecanismos involucrados en su acción neurotóxica no son 
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totalmente conocidos, a pesar de que hay una gran variedad de evidencias que sugieren la 

participación del estrés oxidativo (Miranda et al., 2000; Smith et al., 2000). El estrés 

oxidativo incrementa los niveles de iones metálicos, los cuales aceleran la formación de 

radicales libres (Suh et al., 2000), incrementa la oxidación de lípidos (Butterfield et al., 

1994; Schippling et al., 2000), proteínas (Smith et al., 2000) y DNA (Lovell et al., 1999). 

Los daños derivados de la acumulación del péptido ȕ-amiloide provocan la activación de la 

vías de reparación por escisión de base (base excision repair, BER) y/o la recombinación 

homóloga (homologous recombination, HR). Por otro lado, ha sido ampliamente 

demostrado que el péptido ȕ-amiloide induce un incremento en los niveles de calcio 

intracelular, llevando a la desregulación de la CDK5 a través de la activación de las 

calpaínas (Ferreiro et al., 2006; Lopes et al., 2010). La sobreactivación anormal de CDK5, 

como se indicó anteriormente, fosforila, entre otros sustratos, a la enzima antioxidante 

Prx2, la cual reduce su actividad peroxidasa. Esta desregulación en Prx2 lleva a un 

incremento en el estrés oxidativo y limita la capacidad neuronal de eliminar las ROS, 

produciendo de este modo el aumento de una fuente potencial de daño al DNA (Qu et al., 

2007). 

 

 

Puntos de control de daño 

 

La respuesta al daño al DNA comprende una serie de vías de transducción de 

señales que integran diferentes procesos, como la progresión del ciclo celular, la 

replicación, la reparación del DNA, la senescencia y la muerte celular. Para preservar la 

integridad del genoma, los organismos eucariotas poseen mecanismos de vigilancia, 

llamados puntos de control o checkpoints. Estos puntos de control detectan tanto lesiones 

en el DNA causadas por productos del metabolismo celular como por agentes genotóxicos 

externos. Los checkpoints son vías de transducción de señales conformadas por moléculas 

sensoras, mediadoras, transductoras y efectoras (Norbury and Zhivotovsky, 2004; Zhou 

and Elledge, 2000). Las proteínas sensoras detectan la presencia de daño o de estructuras 

aberrantes en el DNA y transforman estos estímulos en señales bioquímicas que modulan 

las funciones de sus proteínas blanco río abajo. Entre las moléculas sensoras se encuentran 

el complejo 9-1-1(formado por RAD9, RAD1, HUS1) de la familia PCNA-like y RAD17 y 
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RFC2-5 de la familia de proteínas RFC-like, los cuales son factores esenciales para 

promover las señales de los checkpoints (Niida and Nakanishi, 2006). Sumado a estos 

complejos, se ha descripto el complejo MRN (compuesto por MRE11/RAD50/NBS1) 

involucrado en el sensado de roturas de doble cadena (DSBs) (Petrini and Stracker, 2003). 

Las proteínas mediadoras reciben las señales efectuadas por los sensores y activan a 

los transductores de la señal. Estas proteínas, al activarse, amplifican las señales que 

reciben de los mediadores y las trasladan a los efectores, los cuales llevan a cabo una 

variedad de actividades que incluyen el arresto del ciclo celular en las fases G1, S o G2.  

El conjunto de moléculas mediadoras está constituido por proteínas que son 

reclutadas a los sitios de daño, como MDC1, 53BP1, BRCA1, claspina y Brit1/Mcph1 

(Bartek and Lukas, 2003; Petrini and Stracker, 2003).  

Las moléculas transductoras por excelencia, ATM y ATR, funcionan como 

proteínas quinasas apicales de los puntos de control (Abraham, 2001; Shiloh, 2003). En 

general, ATM responde principalmente a las lesiones de tipo doble cadena, mientras que 

ATR es activada por DNA simple cadena y horquillas de replicación atascadas (Bartek and 

Lukas, 2007; Shiloh, 2003). Las cascadas de fosforilaciones iniciadas por estos miembros 

de familia de quinasas relacionadas con las fosfatidilinositol PI3K (familia PIKK), ATM y 

ATR, son amplificadas por las serina/treonina quinasas Chk1 y Chk2. Originalmente se 

relacionó la activación de Chk1 por ATR y de Chk2 por ATM, sin embargo, este concepto 

ha sido modificado por trabajos que demuestran la existencia de varios entrecruzamientos 

o crosstalks entre estas quinasas, ejemplificado por la fosforilación/activación de Chk1 por 

ATM en respuesta a las radiaciones ionizantes (Gatei et al., 2003). 

Las proteínas efectoras constituyen un amplio y diverso grupo compuesto por 

reguladores del ciclo celular, proteínas de la maquinaria de reparación del DNA, 

componentes y reguladores de la cromatina y la apoptosis. Luego de su activación, Chk1 y 

Chk2 fosforilan a sus moléculas blanco efectoras río abajo y propagan la señalización de la 

respuesta al daño. Chk2 fosforila a las proteínas BRCA, PIK3, Pml y E2F1, mientras que 

Chk1 fosforila a Tlk1/2. Ambas quinasas comparten sustratos y fosforilan a Mdm2, p53, 

cdc25A y cdc25C (Bartek and Lukas, 2003; Jazayeri et al., 2006; Shiloh, 2003; Stucki and 

Jackson, 2006; Zhou and Elledge, 2000). 

Aunque se conoce muy poco sobre el mecanismo por el cual la cromatina es 

relajada para permitir el acceso a las moléculas efectoras de la reparación (Borges et al., 
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2008; Corpet and Almouzni, 2009; Lukas and Bartek, 2008), evidencias crecientes 

sugieren que la cromatina sufre cambios estructurales alrededor de la lesión cuando se 

genera el daño en el DNA. Estos cambios no sólo tienen lugar a nivel de las histonas que 

rodean la lesión (Bilsland and Downs, 2005; Fernandez-Capetillo et al., 2004), sino 

también a nivel más global, como sucede con la fosforilación de la histona H2AX la cual 

se extiende y se aleja muchas kilobases desde el sitio donde se generó el daño doble cadena 

(Downs et al., 2004; Shroff et al., 2004). Ha sido reportado que en respuesta al daño 

generado por radiación UV, p53, en asociación con la acetil transferasa p300, media una 

descondensación global de la cromatina (Rubbi and Milner, 2003). Además, algunos 

reportes apoyan la noción de que la reorganización de la estructura de la cromatina, aún en 

ausencia de daño, podría ser suficiente para activar la DDR en la célula (Bakkenist and 

Kastan, 2003). 

 

 

Sistemas de reparación 

 

Los puntos de control sensan el daño, arrestan el ciclo celular y, a su vez, activan 

los sistemas de reparación, los cuales representan una parte fundamental de la respuesta al 

daño al DNA.  

Frente a la gran variedad de lesiones, a lo largo de la evolución, se han desarrollado 

varios sistemas de reparación del DNA, que en conjunto cubren la mayor parte de las 

lesiones sufridas en la información genética de una célula. Cuál de los sistemas de 

reparación es activado en respuesta al daño depende tanto del tipo de lesión como de la 

fase del ciclo celular en la cual ocurra (Branzei and Foiani, 2008). 

Los principales mecanismos de reparación descriptos hasta el momento que operan 

en mamíferos son los siguientes: la reparación por escisión de nucleótidos (nucleotide 

excision repair, NER), la reparación por escisión de base (base excision repair, BER), 

reparación por recombinación homóloga y no homóloga (homologous recombination HR, 

Non-homologous end joining NHEJ) y la reparación de los errores de apareamiento 

(mismatch repair, MMR). 

El mecanismo NER está destinado a reparar lesiones que distorsionan la estructura 

helicoidal del DNA. Entre los agentes que provocan este tipo de alteraciones se incluyen la 
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radiación UV, químicos mutagénicos y drogas quimioterapéuticas que forman aductos en 

el DNA (Leibeling et al., 2006). 

La vía de reparación BER es responsable de la reparación de las bases oxidadas y 

alquiladas, así como también de los sitios abásicos generados por depurinación espontánea. 

En general, las lesiones que son sustrato de BER incluyen aquellas que no distorsionan el 

esqueleto del DNA suficientemente como para detener las horquillas de replicación. La 

lesión más prevalente y altamente mutagénica que debe ser corregida por BER es la base 

oxidada, 8-oxo guanina, también conocida como 8-oxoG o 8-oxo-7,8-dihidroguanina 

(Singh et al., 2011). 

El mecanismo de recombinación homóloga participa en la reparación de los daños 

al DNA de tipo doble cadena. Este mecanismo actúa libre de errores ya que utiliza un 

templado homólogo en el proceso de reparación, razón por la cual es considerado esencial 

para la transmisión con alta fidelidad de la información genética (Heyer et al., 2010). La 

recombinación homóloga actúa exclusivamente durante las fases S y G2, momento en que 

el DNA está duplicado, proveyendo una copia fiel de la secuencia que es la cromátida 

hermana, para alinear los daños. 

El mecanismo NHEJ es otra vía involucrada en la reparación de los daños doble 

cadena, y resulta de particular importancia en las fases G0, G1 y en la fase S temprana del 

ciclo celular, cuando aún no fue duplicado el material genético. Este mecanismo involucra 

la religación de dos extremos de DNA y, debido a que esta reacción no es guiada por un 

DNA molde, es propensa a cometer errores (Delacote and Lopez, 2008).  

El rol principal del mecanismo MMR es el de reparar apareamientos faltantes o 

incorrectos causados por pequeñas deleciones o inserciones que se generan durante la 

replicación del DNA y la recombinación homóloga (Kadyrov et al., 2009). 
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TERCERA PARTE  

 

Familia de proteínas INK4 

 

Las proteínas INK4 componen una de las dos familias de inhibidores de quinasas 

dependientes de ciclina. Las mismas actúan inhibiendo específicamente a los complejos 

CDK4/6-Ciclina D1/2/3 en la fase G1 del ciclo celular. Han sido identificados cuatro 

miembros de esta familia: p16INK4a (p16), p15INK4b (p15), p18INK4c (p18) y 

p19INK4d (p19), nombrados de acuerdo a su masa y en el orden que fueron descubiertos 

(figura III ) (Chan et al., 1995; Guan et al., 1996; Hirai et al., 1995; Serrano et al., 1993). 

Cada uno es codificado por un único gen, los cuales mapean en los siguientes cromosomas: 

p16INK4a y p15INK4b unidos en tándem en 9p21, p18INK4c en 1p32 y p19INK4d en 

19p13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las proteínas INK4 tienen actividades similares, inhibiendo específicamente a las 

quinasas CDK4 y CDK6 (Serrano et al., 1993). Cuando son expresadas ectópicamente, 

arrestan a las células en G1, pero únicamente en presencia de proteínas pRb funcionales 

(Bruce et al., 2000). Las bases estructurales para la inhibición de la actividad quinasa de 
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Figura III. El ciclo celular.  El esquema muestra las distintas etapas del ciclo y las proteínas y factores que 
regulan la transición entre cada una de ellas (modificado de Cunningham and Roussel, 2001). 
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CDK4/6 por las proteínas INK4 están claramente establecidas (Brotherton et al., 1998; 

Ortega et al., 2002; Roussel, 1999). Las cuatro INK4 son estructuralmente similares 

dominando su estructura repeticiones de motivos ankirina. Los motivos ankirina contienen 

γβ aminoácidos y consisten en pares de α-hélices antiparalelas, conectadas entre sí por una 

serie de motivos horquilla (“intervening hairpin motifs”) (Pavletich, 1999). Mientras que 

p16INK4a y p15INK4b están compuestas por cuatro motivos ankirina, p18INK4c y 

p19INK4d poseen cinco. Estos dominios estructurales están involucrados en la unión a la 

región no-catalítica de CDK4 y CDK6 opuesta al sitio de unión de ciclina D. La unión de 

las INK4 induce un cambio alostérico en CDK4/6, alterando el sitio de unión de las 

ciclinas D y reduciendo su afinidad por ATP (Pavletich, 1999). 

Las cuatro INK4, además de compartir los motivos ankirina en la estructura, poseen 

un intrón que interrumpe la secuencia codificante de sus genes en la misma posición, lo 

que sugiere que todos los miembros de la familia han evolucionado desde un ancestro 

común (Ruas and Peters, 1998). 

 

 

¿Redundancia o funciones específicas?   

 

A pesar de la aparente redundancia estructural y de su igualdad en cuanto a la 

potencia como inhibidores, los miembro de esta familia están diferencialmente expresados 

durante el desarrollo (Cunningham and Roussel, 2001). En ratones, p18 y p19 son 

expresadas principalmente en el embrión, mientras que p16 y p15 son detectadas 

únicamente luego del nacimiento, en la mayoría de los tejidos. Esta diversidad en el patrón 

de expresión de los genes INK4 sugiere que esta familia de inhibidores del ciclo celular 

tendría funciones específicas de tejido o linaje celular. Varios estudios realizados en los 

últimos años dan cuenta de la participación de las proteínas INK4 en otras funciones, más 

allá de su papel como reguladores del ciclo celular (Canepa et al., 2007). 

Los mecanismos moleculares involucrados en la regulación de la expresión de las 

INK4 no están del todo definidos. Solamente la expresión de p19 es periódica a lo largo 

del ciclo celular (Hirai et al., 1995; Thullberg et al., 2000). Su expresión es baja en G0/G1 

y tiene un máximo de expresión, mediada por el factor de transcripción E2F1 (Carcagno et 

al., 2011) hacia el final de G1 y en la fase S. Luego, es rápidamente degradada por un 
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mecanismo dependiente de ubiquitina/proteasoma de manera tal que, en G1 temprana, el 

nivel de p19 es bajo para facilitar el ensamble de los complejos CDK4/6 - ciclina D. En 

términos de funciones biológicas, los distintos inhibidores participan en la regulación y 

coordinación de los eventos del ciclo celular que siguen a la estimulación mitogénica, a la 

deprivación de mitógenos o a cambios en la interacción célula-célula o célula-matriz 

(Harper and Elledge, 1996), y han sido también involucrados en la inducción de la 

diferenciación terminal y el envejecimiento celular o senescencia (Zindy et al., 1999; 

Zindy et al., 1997a). Muchos reportes correlacionan la inducción de la expresión de las 

INK4 con la salida del ciclo celular, permitiendo el proceso de diferenciación o de 

quiescencia, de una manera linaje específica (Roussel, 1999). Los niveles de expresión de 

p16 se incrementan con la edad en la mayoría de los tejidos murinos, mientras que no 

existen cambios en los niveles de expresión de otros inhibidores relacionados como p15, 

p21CIP1 y p27KIP1 (Krishnamurthy et al., 2004). El inhibidor p16 no sólo resulta un efector 

del mecanismo de senescencia, sino que también es considerado como biomarcador de 

envejecimiento en mamíferos (Ressler et al., 2006). 

Aparte de sus roles fisiológicos, las proteínas INK4 están comúnmente silenciadas 

o inactivadas por mutaciones en diversos tipos de cánceres, y las mismas representan ya 

establecidos o potenciales supresores de tumores (Bai et al., 2003; Sharpless et al., 2004). 

Así, la inactivación de p16 debida a deleciones en el gen, mutaciones puntuales o 

silenciamiento transcripcional por metilación en el promotor, está entre los defectos más 

frecuentes que contribuyen a la oncogénesis (Sharpless et al., 2001; Sharpless et al., 2004) 

y, a pesar de ser mucho menos extensivo, también hay evidencias de anormalidades en las 

otras proteínas INK4 en algunos tumores (Bai et al., 2003; Chaussade et al., 2001). 

Recientemente, ha sido reportado que dos proteínas de esta familia, p16 y p19, 

están involucradas en la reparación y en la apoptosis inducidas por el daño al DNA (Al -

Mohanna et al., 2004; Canepa et al., 2007; Ceruti et al., 2005).  

 

 

p19INK4d 

 

 El mayor nivel de expresión proteica de p19INK4d ocurre en cerebro, testículos, 

bazo y timo. p19 está relativamente bien caracterizada en el sistema nervioso central, 
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donde es una de las proteínas INK4 mayoritarias. Es expresada tempranamente durante el 

desarrollo en el cerebro y allí su expresión es mantenida en la adultez (Zindy et al., 1997b). 

Como se indicó anteriormente, la expresión de esta proteína es periódica a lo largo de ciclo 

celular, con un pico en las fases G1/S del mismo. Se ha reportado también que p19 es la 

única INK4 capaz de ser fosforilada in vivo (Thullberg et al., 2000), y que su localización 

es predominantemente citoplasmática en varios tipos celulares (Guan et al., 1996). Ratones 

deficientes en p19 no desarrollan tumores u otro tipo de desórdenes proliferativos. El único 

fenotipo significativo observado en los ratones knock out para p19 es la atrofia testicular; 

sin embargo, los mismos son fértiles. Este fenotipo está asociado con un aumento en la 

apoptosis de las células germinales, un resultado que se correlaciona directamente con la 

elevada expresión de p19 en este tejido (Zindy et al., 2000).   

En nuestro laboratorio hemos demostrado que los niveles de p19 son inducidos en 

respuesta a diferentes genotóxicos (UV, cisplatino o péptido ȕ-amiloide) y que esto 

incrementa la reparación del DNA dañado en diversos tipos celulares, al mismo tiempo que 

disminuye la apoptosis celular. Es interesante destacar que p19 es el único gen INK4 que 

se induce luego del daño al DNA. Las células que expresan p19 presentan menor número 

de aberraciones cromosómicas y mayor supervivencia frente a genotóxicos que las 

deficientes en dicha proteína (Ceruti et al., 2005; Ceruti et al., 2009; Scassa et al., 2007). 

También hemos demostrado que la señal que induce p19 no es el daño per se sino las 

modificaciones en la estructura de la cromatina producida como consecuencia del daño 

(Ogara et al., manuscrito enviado a publicar).  

La expresión cíclica y periódica de p19 a lo largo del ciclo celular está mediada por 

E2F1 (Carcagno et al., 2011). Este factor de transcripción también participa en la 

inducción de p19 en respuesta al daño por UV (Carcagno et al., manuscrito en 

preparación). 

Diversos análisis in silico de la secuencia aminoacídica de p19 revelaron que la 

proteína posee sitios serina/treonina con alto score capaces de ser fosforilados por 

miembros de la familia de las quinasas dependiente de ciclinas, CDKs. La secuencia 

consenso para la fosforilación por estas quinasas está constituida por una serina ó treonina 

seguida por una prolina y un aminoácido básico en la posición +3, es decir, (S/T) PX 

(K/H/R) (Songyang et al., 1994; Songyang et al., 1996). La secuencia de p19 en la región 

de serina 76, potencial aminoácido fosforilado por las CDKs, tiene un consenso perfecto 
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para estas quinasas, constituido por la secuencia S P V H. Se vio que, además de su 

inducción luego de la injuria genotóxica, p19 es fosforilada, secuencialmente, en los 

residuos serina 76 y alanina 141, por CDK2 y luego por PKA respectivamente, con lo cual 

adquiere su localización nuclear y su capacidad para actuar en reparación y apoptosis 

(Marazita et al., manuscrito enviado a publicar).  

El conjunto de resultados señala un papel relevante de la proteína p19 en la 

respuesta al daño al DNA, colaborando en el mantenimiento de la integridad genómica. Sin 

embargo, el mecanismo por el cual esta proteína actúa así como también su sitio de acción 

no han sido aún aclarados.  

 

 

Intersección de mecanismos involucrados en el mantenimiento de la integridad 

genómica 

 

Aunque muchas de las proteínas involucradas en la DDR ya se conocen aún no han 

sido identificados todos sus componentes. Por ejemplo, la identidad de sensores que 

detecten los daños y generen las señales adecuadas para su reparación. Además, y como se 

indicó anteriormente, no se conocen totalmente mecanismos de relajación de la cromatina 

que permitan el acceso a las maquinarias de reparación (Borges et al., 2008; Corpet and 

Almouzni, 2009; Lukas and Bartek, 2008). 

A pesar de estos mecanismos, las enzimas responsables de la reparación del DNA 

no siempre reparan apropiadamente todos los daños y, de este modo, algunas lesiones 

pueden subsistir o quedar mal reparadas. Estas lesiones residuales pueden conducir a la 

apoptosis o a la senescencia, como mecanismos adicionales para eliminar o detener la 

proliferación, respectivamente, de las células dañadas. (Collado et al., 2007; Mallette and 

Ferbeyre, 2007; Zhivotovsky and Kroemer, 2004). Si la apoptosis o la senescencia son 

inhibidas por alguna razón, se incrementa el riesgo de inestabilidad cromosómica y, las 

células que son suficientemente robustas para sobrevivir, pueden presentar una ventaja 

proliferativa y conducir a la formación de tumores (Hanahan and Weinberg, 2000; Sherr, 

2004). Es así que una célula tratará primero de reparar el daño y sobrevivir; sin embargo 

cuando el daño sobrepasa la capacidad de reparación, la célula cambia hacia estos 

mecanismos. 
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La DDR consiste, entonces, en una respuesta integral que activa todos o alguno de 

los siguientes mecanismos: arresto del ciclo celular, sistemas de reparación de la lesión, 

apoptosis y senescencia (Harper and Elledge, 2007). La existencia de una red regulatoria 

que integre los distintos mecanismos de la DDR constituye una hipótesis atractiva; dicho 

mecanismo tendría una especial importancia en el control de la progresión de los tumores. 

Las señales que gobiernan la decisión referida a si una célula inicia la reparación del DNA, 

arresta su ciclo celular o dispara el proceso apoptótico, y los medios por los cuales la célula 

integra la información proveniente de estos caminos metabólicos para tomar tal decisión 

aún se desconocen. Hay diversas evidencias acerca de que la apoptosis y la reparación del 

DNA están estrechamente ligados y que proteínas que participan en la detección y 

reparación del daño participarían también en el establecimiento de la apoptosis (Ceruti et 

al., 2005; Kamer et al., 2005). Como ejemplo de esta intersección de mecanismos, 

recientemente se ha reportado que la proteína BID, un conocido regulador de la apoptosis, 

desempeñaría un papel en el control del ciclo celular luego de un daño al DNA (Zinkel et 

al., 2005). Así mismo, la proteína EYA, una tirosina fosfatasa que defosforila el residuo 

Y142 de H2AX gamma estaría involucrada en el cambio en el reclutamiento de factores de 

reparación por factores pro-apoptóticos (Cook et al., 2009). 

Pese a que su capacidad de regular el ciclo celular es compartida con los otros 

miembros de la familia INK4, el papel de p19 en la reparación del DNA y la apoptosis es 

singular. Estas características señalan a la proteína p19 como un potencial nexo entre los 

mecanismos que integran la respuesta celular al daño al DNA. 
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La permanencia de la mayoría de las neuronas durante toda la vida del organismo 

necesaria para mantener sus funciones, y el hecho de que estas células no se dividan luego 

del desarrollo sugieren que, durante la evolución, se ha ejercido una fuerte presión sobre el 

sistema nervioso de modo de desarrollar diversos mecanismos que lo protejan contra la 

muerte celular. Las dramáticas consecuencias de la neurodegeneración enfatizan la 

importancia de estos mecanismos que promueven la supervivencia y plasticidad neuronal. 

Por lo tanto, la identificación de los factores implicados en la regulación de la homeostasis 

y supervivencia neuronal es imprescindible para comprender el desarrollo y 

establecimiento de las enfermedades neurodegenerativas y para el diseño de una terapia 

racional para su tratamiento. 

En nuestro laboratorio hemos demostrado que la proteína p19INK4d (p19), un 

miembro de la familia INK4 de inhibidores del ciclo celular posee, además, la capacidad 

de aumentar la eficiencia de la reparación del DNA y disminuir la apoptosis en respuesta a 

la acción de diversos genotóxicos confiriendo a las células mayor resistencia a la injuria 

genotóxica y promoviendo la supervivencia celular (Ceruti et al., 2005; Scassa et al., 

2007). Pese a que su capacidad de regular el ciclo celular es compartida con los otros 

miembros de la familia INK4, el papel de p19 en la reparación del DNA y apoptosis es 

singular. Estas características, señalan a p19 como un potencial nexo entre los mecanismos 

que integran la respuesta celular al daño al DNA. Por otro lado, es interesante destacar que 

los cuatro miembros de la familia INK4 presentan una expresión diferencial en los tejidos 

de mamíferos y que p19 es, de las cuatro, la que presenta un mayor nivel de expresión en 

tejidos del sistema nervioso central. Resultados previos permiten señalar que la proteína 

p19 está involucrada en el mantenimiento de la integridad genómica. Sin embargo, falta 

determinar su papel como factor de supervivencia neuronal, así como también su 

mecanismo de acción.   

 

Objetivo General 

 

El objetivo general de este trabajo de tesis consiste en estudiar los mecanismos 

involucrados en el control de los procesos neurodegenerativos inducidos por agentes 

genotóxicos, y en particular, evaluar el papel de p19INK4d como factor de supervivencia 

neuronal en respuesta a la apoptosis inducida por daño al DNA. 
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A partir de este objetivo general se desprenden los siguientes objetivos específicos. 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Estudiar el mecanismo de activación de p19 frente al daño al DNA en células 

neuronales y explorar su participación en el control de la actividad neurotóxica de 

CDK5.  

 

2. Evaluar el papel de p19 como factor de supervivencia neuronal frente al daño al 

DNA. 

 

3. Estudiar, in vivo, los potenciales efectos de p19 sobre el control del daño al DNA 

en el hipocampo de ratón. 

  
Hipótesis 

 

Considerando su función como regulador del ciclo celular, y en vista de la 

participación de p19 en la reparación del DNA y el control de la apoptosis sugerimos que 

p19 podría ser un factor importante en la respuesta celular activada luego del daño al DNA. 

De este modo, p19 integraría una red de proteínas que integran los mecanismos 

involucrados en el mantenimiento de la integridad genómica. Estos hechos, sumado a que 

esta proteína presenta valores elevados en neuronas postmitóticas, nos permite sostener la 

hipótesis acerca de que p19 desempeñaría un papel importante en la supervivencia 

neuronal confiriendo resistencia a la injuria genotóxica. 

El tratamiento con agentes genotóxicos, como el péptido ȕ-amiloide, produce una 

mayor activación de la quinasa CDK5. Esta quinasa hiperactiva fosforila a diversos 

sustratos que conducen a la neurodegeneración. A su vez, CDK5 activaría a p19 mediante 

su fosforilación, la cual contrarrestaría el efecto negativo y neurodegenerativo de la 

quinasa, aumentando la reparación del DNA y disminuyendo la apoptosis de las neuronas. 

Por último, postulamos que la modulación de los niveles de p19 en un área del hipocampo 

de ratón sometida a la acción de un genotóxico, tendrá incidencia sobre la presencia de 

daño al DNA en las neuronas. 
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PRIMERA PARTE  

 

Mecanismo de acción de p19 en respuesta al estrés genotóxico  

 

1.1 Expresión de p19 en neuronas postmitóticas 

 

1.1.1 Células de neuroblastoma y su diferenciación 

 

El neuroblastoma es uno de los tumores extracraneales sólidos más frecuentes de la 

infancia. Deriva a partir de células de la cresta neural del sistema nervioso simpático, 

debido, probablemente, a desórdenes en la diferenciación celular (Grimmer and Weiss, 

2006).  

Los retinoides juegan un papel esencial durante el desarrollo normal del sistema 

nervioso. Los mismos estimulan la neurogénesis primaria y promueven la especificación 

neuronal, así como también la elongación de las neuritas. Sin embargo, los retinoides en 

altas dosis son neurotóxicos y causan desórdenes en el desarrollo neuronal (McCaffery et 

al., 2003). In vitro, algunas líneas celulares derivadas de neuroblastoma son muy sensibles 

al tratamiento con ácido retinoico. Entre ellas, la línea celular derivada de neuroblastoma 

humano, SH-SY5Y, de fenotipo dopaminérgico, es un modelo apropiado para el estudio de 

procesos neurodegenerativos (Cheung et al., 2009). A pesar del origen tumoral de estas 

células, las mismas pueden ser diferenciadas desde un fenotipo neuroblástico hacia un 

fenotipo neuronal a través de la exposición al ácido trans-retinoico (all-trans-retinoic acid, 

ATRA) (Wang et al., 2006). Durante su diferenciación con ATRA, las células sufren 

cambios morfológicos, comienzan a desarrollar y elongar sus neuritas y establecen 

conexiones entre ellas, al mismo tiempo que incrementan la expresión de ciertos 

marcadores neuronales como la proteína MAP-2 (microtubule associated protein 2). 

También se produce el arresto de su ciclo celular, de manera similar a lo que ocurre 

fisiológicamente durante el desarrollo neuronal (Nitti et al., 2010). 

Dadas las características neuronales de las células SH-SY5Y diferenciadas con 

ATRA, sumando al hecho de que la expresión de p19 se encuentra aumentada en tejido 

nervioso (Zindy et al., 1997b), utilizamos este modelo para estudiar el papel potencial 

neuroprotector de p19 frente a la injuria neurotóxica. 
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En primer lugar, chequeamos el proceso de diferenciación de las células mediante 

el análisis de la expresión del marcador neuronal MAP-2 por inmunofluorescencia y 

western blot, y los cambios morfológicos mediante microscopía óptica. Las células SH-

SY5Y fueron tratadas durante 6 días con ATRA 1 μM en medio DMEM/F1β 0,β% SFB. 

En la figura 1A (panel superior) se muestran fotos tomadas a distintos días durante la 

diferenciación, donde se observaron tanto el desarrollo y la elongación de las neuritas, 

como la reducción del tamaño del cuerpo celular y la aparición de las conexiones célula a 

célula entre los días 3 y 6 de diferenciación en presencia de ATRA. Por otro lado, se vio un 

aumento dependiente del tiempo de diferenciación en la expresión proteica de las 

isoformas de bajo peso molecular (75 y 70 kDa) del marcador neuronal MAP-2. Esta 

proteína incrementó sus niveles desde el día 1 hasta el día 7 de diferenciación en presencia 

de ATRA (figura 1B). Inmunofluorescencias para detectar MAP-2 mostraron que esta 

proteína se localizó en el citoplasma y en las neuritas de las células diferenciadas (figura 

1A, panel inferior). De este modo, podemos decir que el tratamiento con ATRA 1 µM 

durante 6 días resultó efectivo en lograr la diferenciación de las células de neuroblastoma, 

razón por la cual el mismo protocolo fue utilizado en los subsiguientes experimentos para 

la obtención de células SH-SY5Y diferenciadas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

Sin ATRA                                  ATRA Día 3                                 ATRA Día 7 
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1.1.2 La expresión de p19 es mayor en células diferenciadas  

 

Ha sido reportado que el gen de p19 se expresa tempranamente durante el 

desarrollo cerebral murino, y allí su expresión es mantenida en la adultez en células 

postmitóticas del giro dentado, de la capa piramidal del hipocampo y en regiones discretas 

de la corteza cerebral, cerebelo, tálamo y tallo cerebral (Zindy et al., 1997b). La expresión 

aumentada de p19 en células neuronales que salen del ciclo celular y sufren diferenciación 

terminal supone, para la INK4d, un rol específico en el establecimiento y en el 

mantenimiento del estado de quiescencia en neuronas postmitóticas (Zindy et al., 1999; 

Zindy et al., 1997b). 

 Teniendo en cuenta la alta expresión de p19 en neuronas postmitóticas, quisimos 

estudiar los niveles del mRNA y de la proteína de p19 durante el período de diferenciación 

de las células de neuroblastoma. Como se ve en el northern blot de la figura 2A, la 

expresión del mensajero de p19 aumentó entre los días 1 y 2 de diferenciación en células 

SH-SY5Y tratadas con ATRA 1 µM, y los niveles permanecieron elevados al menos hasta 

el día 7 de diferenciación. La comparación entre los niveles basales del mRNA de p19 

entre células diferenciadas y sin diferenciar mostró una mayor expresión de p19 en las 

primeras (figura 4, calles 1 y 3). Al analizar por western blot el comportamiento de la 

proteína de p19, encontramos que la misma incrementó sus niveles durante la 

Figura 1. El ATRA induce diferenciación en las células SH-SY5Y. (A) Células SH-SY5Y fueron tratadas 
con ATRA 1 μM durante 7 días. Los cambios morfológicos fueron monitoreados en células sin ATRA y luego 
de 3 y 7 días de tratamiento mediante el análisis por microscopía óptica (amplificación 400X, panel superior). 
La expresión de MAP-2 a los días 0 (sin tratamiento), 3 y 7 de diferenciación, fue analizada por 
inmunofluorescencia con un anticuerpo específico (tinción verde, amplificación 400X, panel inferior) (B) 
Células SH-SY5Y fueron tratadas con ATRA 1 µM durante 7 días. A cada día se prepararon extractos 
proteicos y se analizó la expresión de MAP-β y de ȕ-actina mediante western blot con anticuerpos específicos. 
Las figuras son representativas de tres experimentos independientes.  
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diferenciación de las células SH-SY5Y (figura 2B). Se vio un aumento considerable en la 

expresión de la proteína entre los días 6 y 7 del tratamiento con ATRA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El hecho de encontrar, como había sido reportado anteriormente, un mayor nivel de 

expresión de p19 en células diferenciadas o postmitóticas, sumado a los antecedentes 

descriptos por nuestro laboratorio en relación al papel que juega p19 en la reparación del 

DNA, nos permiten plantear una hipótesis que relaciona los niveles elevados de p19 en el 

sistema nervioso, no sólo con su rol de inhibidor del ciclo celular, sino también con una 

función neuroprotectora frente al estrés. 

 

 

1.2 Expresión de p19 frente al daño genotóxico 

 

 Para contrastar esta hipótesis nuestro siguiente objetivo consistió en determinar si 

p19 es afectada en su expresión, en células SH-SY5Y diferenciadas a tipo neuronal, en 

respuesta al daño al DNA. Para ello se utilizaron dos compuestos, ȕ-amiloide y 

neocarzinostatina y cuyas propiedades genotóxicas y mecanismos de acción han sido 

descriptas en la Introducción. Estos compuestos fueron seleccionados en estos 

experimentos porque son causantes del tipo de daño al DNA que es más común encontrar 

Figura 2. La expresión de p19 aumenta durante la diferenciación. (A) Células SH-SY5Y fueron 
tratadas con ATRA 1 μM durante 7 días. A diferentes días post-tratamiento se tomaron muestras y se 
analizó por northern blot la expresión del mRNA de p19 con una sonda específica marcada con 32P. El gen 
de ȕ-tubulina fue utilizado como control de expresión constitutiva. (B) Células SH-SY5Y fueron tratadas 
con ATRA 1 µM durante 7 días. A cada día se prepararon extractos proteicos y se analizó la expresión de 
p19 y de ȕ-actina mediante western blot con anticuerpos específicos. Las figuras son representativas de tres 
experimentos independientes.  
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en el cerebro. En nuestro laboratorio hemos demostrado que p19 es inducido por estos 

agentes genotóxicos en diversas líneas celulares (Ceruti et al., 2009). 

 

 

1.2.1 El tratamiento con β-amiloide induce la expresión de p19 en células SH-SY5Y 

diferenciadas 

 

Como se muestra en los northern blot de la figura 3, se observó un aumento en los 

niveles de p19 entre las dos y las cuatro horas luego del agregado del genotóxico, y estos 

niveles se mantuvieron elevados a lo largo del tiempo. Esta inducción fue observada tanto 

para células diferenciadas (figura 3B) como para células sin diferenciar (figura 3A). 

También analizamos la expresión del activador de la CDK5, p35, cuyo mRNA se induce, 

al igual que el de p19, en presencia de ȕ-amiloide, en ambos tipos celulares. En cambio, los 

mensajeros de la CDK5 y CDK2, posibles quinasas implicadas en la fosforilación de p19, 

se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo en presencia del genotóxico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efecto del tratamiento con β-amiloide sobre la expresión de p19 en SH-SY5Y. Células SH-
SY5Y (A) y SH-SY5Y diferenciadas (B) durante 6 días con ATRA, fueron tratadas con ȕ-amiloide 10 μM y 
cosechadas en los tiempos indicados. Mediante northern blot, se analizó la expresión de p19 y de los genes 
indicados a la izquierda con las sondas correspondientes marcadas con 32P. La figura es representativa de dos 
experimentos independientes.  
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Tal como se indicó anteriormente, al comparar los niveles basales del mRNA de 

p19 en células de neuroblastoma diferenciadas y sin diferenciar, en un mismo experimento, 

se observó una mayor expresión en las células diferenciadas (figura 4, calles 1 y 3). En 

ambos tipos celulares, en presencia del péptido ȕ-amiloide, se vio una clara inducción del 

mensajero de p19 luego de cuatrp horas de tratamiento con el dañador (figura 4, calles 2 y 

4). La expresión de p35, así como también la de las CDKs analizadas, no parecería mostrar 

variaciones entre los dos tipos celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2 p19 se induce en células Neuro-2a 

 

 Con el objeto de determinar si la inducción de p19 mediada por el péptido ȕ-

amiloide es un evento general en células neuronales y no una observación específica de 

células SH-SY5Y, decidimos estudiar la expresión de p19 en respuesta al péptido en la 

línea celular derivada de neuroblastoma murino, Neuro-2a. Esta línea de tipo neuroblástica 

es ampliamente utilizada como modelo neuronal para el estudio de la diferenciación 

neuronal, del crecimiento axonal y de neuritas, de la sinaptogénesis y de las vías de 

transducción de señales implicadas en estos mecanismos (Marcucci et al., 2010; Tremblay 

et al., 2010). Las células Neuro-2a, al igual que las SH-SY5Y, responden al tratamiento 

Figura 4. Expresión basal e inducida de p19 en 
células diferenciadas y sin diferenciar. Las SH-
SY5Y diferenciadas (calles 3 y 4) y sin diferenciar 
(calles 1 y 2) fueron tratadas o no con ȕ-amiloide 10 
μM durante 4 horas. El RNA total (10 µg) de los 
lisados celulares fue utilizado para analizar la 
expresión de p19, así como también la expresión de 
los genes indicados a la izquierda de la figura, 
mediante la técnica de northern blot. La figura es 
representativa de dos experimentos independientes.  
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con ATRA con una disminución en la tasa de proliferación y con cambios morfológicos 

que incluyen la formación de una elaborada red de neuritas (Shea et al., 1985). Entones, las 

células Neuro-2a fueron diferenciadas durante 6 días con ATRA 10 µM y luego incubadas 

con el péptido ȕ-amiloide durante diferentes tiempos, al cabo de los cuales se analizó la 

expresión de mRNA de p19 mediante northern blot. Como se ve en la figura 5, hubo 

inducción del mensajero de p19 a las dos horas de tratamiento con ȕ-amiloide, y el 

aumento en la expresión se mantuvo al menos hasta doce horas en presencia del péptido.  

La inducción de p19 en respuesta al daño por ȕ-amiloide parecería ser, de esta 

forma, una respuesta neuronal general, no ligada a una línea celular en particular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3 El daño doble cadena induce el gen de p19 en SH-SY5Y diferenciadas 

 

Para estudiar si este tipo de daño produce una respuesta similar a la observada con 

ȕ-amiloide en lo que respecta al comportamiento de p19, se trató a las células SH-SY5Y 

diferenciadas con un potente genotóxico, el agente antitumoral neocarzinostatina (NCS). 

Encontramos que existía una clara inducción del mRNA de p19 a las dos concentraciones 

utilizadas de la droga, 50 y 100 ng/ml, observándose un aumento entre las dos y las cuatro 

horas luego del agregado del genotóxico a la concentración de 100 ng/ml (figura 6).

 Neocarzinostatina también produjo la inducción del gen de p35, mientras que no 

modificó la expresión de la quinasa CDK5. Se podría decir, entonces, que agentes 

genotóxicos que producen rotura doble cadena directamente sobre el DNA también 

producen la inducción del gen de p19.  
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Figura 5. Inducción de p19 en células Neuro-
2a diferenciadas dañadas con β-amiloide. 
Células Neuro-2a fueron diferenciadas durante 6 
días con ATRA 10 µM. Luego las células 
fueron tratadas con el péptido ȕ-amiloide 10 μM 
durante los tiempos indicados en la figura. El 
RNA total (10 µg) de los lisados celulares fue 
utilizado para analizar la expresión de p19 y de 
ȕ-tubulina mediante la técnica de northern blot. 
La figura es representativa de dos experimentos 
independientes. 
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Figura 6. Efecto del tratamiento con 
neocarzinostatina sobre la expresión de p19 
en SH-SY5Y. Células SH-SY5Y diferenciadas 
durante 6 días con ATRA 1μM, fueron tratadas 
con dos dosis de neocarzinostatina: 100 ng/ml 
(100) y 50 ng/ml (50), o ȕ-amiloide 10 µM, y 
cosechadas a diferentes tiempos. RNA total (10 
µg) de los lisados celulares fueron analizados 
mediante northern blot con las sondas de los 
genes indicados en el margen izquierdo. La 
figura es representativa de dos ensayos 
independientes. NCS: neocarzinostatina; ȕ-am: 
ȕ-amiloide. 
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1.3 La inducción de p19 en respuesta a β-amiloide depende del factor de transcripción 

E2F1  

 

A continuación analizamos si la inducción de p19 en células diferenciadas se ejerce 

a nivel transcripcional mediante la interacción de algún factor de transcripción sobre la 

región regulatoria del gen. En nuestro laboratorio hemos demostrado que la expresión 

periódica de p19 en el ciclo celular es dependiente del factor de transcripción E2F1 a 

través de dos elementos regulatorios ubicados en su promotor (Carcagno et al., 2011) 

Nos preguntamos, entonces, si este mismo factor regula la expresión de p19 en 

respuesta a agentes genotóxicos en células diferenciadas. Para ello, realizamos ensayos de 

northern blot para analizar la expresión del mRNA de p19 en presencia de ȕ-amiloide y en 

presencia de un decoyE2F, esto es un oligodeoxinucleótido doble cadena el cual contiene 

la secuencia de reconocimiento para los factores de transcripción E2F. Como se ve en la 

figura 7, el tratamiento con el oligonucleótido decoyE2F bloqueó la inducción de p19 en 

respuesta a ȕ-amiloide, tanto en células diferenciadas como en células sin diferenciar. 

E2F1, por lo tanto, estaría participando en la inducción del gen de p19.  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. E2F1 participa en la 
inducción de p19 frente al daño. 
Células SH-SY5Y sin diferenciar y 
diferenciadas (Dif) fueron tratadas con 
decoyE2F 500 nM o con un decoy 
control 500 nM. A las 24 horas se las 
dañó con ȕ-amiloide 10 µM, según se 
indica, durante 4 horas y posteriormente 
se analizó la expresión de los mRNAs de 
p19 y ȕ-tubulina mediante northern blot. 
La figura es representativa de dos 
ensayos independientes. 
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Para confirmar este resultado y determinar la especificidad de la inducción 

transcripcional de p19 mediada por E2F, se midió la actividad transcripcional del promotor 

de p19. Células de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas fueron tratadas con ȕ-amiloide 

y transfectadas con el vector pBLCAT6 conteniendo río arriba del gen reportero 

cloranfenicol acetil-transferasa (CAT), un fragmento del promotor de p19 salvaje 

(p19CAT) o mutado (p19mutCAT) en sus sitios E2F. Se co-transfectó además, en algunos 

casos, el oligodeoxinucleótido decoyE2F salvaje o mutado (figura 8). El tratamiento con el 

dañador aumentó significativamente la actividad transcripcional del promotor de p19, 

mientras que en presencia del oligonucleótido decoyE2F salvaje, esta inducción fue 

parcial, pero significativamente bloqueada. Del mismo modo, la actividad del promotor de 

p19 mutado en sus sitios E2F (p19mutCAT) y en presencia de daño, fue significativamente 

inferior a la actividad del promotor salvaje en respuesta al péptido ȕ-amiloide (figura 8).  

Estos resultados indican que la inducción de p19 por ȕ-amiloide sería dependiente 

de E2F1. Sin embargo, dado que las mutaciones de los sitios de unión en este promotor, no 

inhiben completamente la inducción de p19, no se descarta que haya otros factores 

involucrados. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. E2F1 participa en la inducción de p19 frente al daño. Células SH-SY5Y diferenciadas fueron 
co-transfectadas con el vector p19CAT ó p19mutCAT junto con el plásmido de referencia pCMV-ȕ-
galactosidasa. En algunos casos se transfectó con el decoyE2F 500 nM o con el decoyE2F mutado 
(decoyE2Fmut). Luego de β4 horas se las dañó con ȕ-amiloide 10 µM como se indica en la figura. La 
expresión de CAT fue cuantificada 24 hs luego del tratamiento y relativizada con la expresión de ȕ-
galactosidasa. Las barras representan la media + D.E. de dos ensayos independientes realizados por 
cuadruplicado. Test de Student: * p < 0,01; ** p < 0,05 
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1.4 Fosforilación de p19 en respuesta a daño  

 

1.4.1 p19 es fosforilada en respuesta al daño con β-amiloide o neocarzinostatina en 

células diferenciadas 

 

 La proteína p19 es modificada postraduccionalmente en respuesta al daño al DNA. 

La misma sufre dos fosforilaciones secuenciales en dos de sus residuos aminoacídicos. En 

primer lugar, y en respuesta a la radiación UV, la serina 76 es fosforilada por la CDK2. 

Esta fosforilación modifica la estructura proteica de p19, lo que permite la fosforilación en 

un segundo sitio, la treonina 141, llevada a cabo por la PKA. Las modificaciones en estos 

sitios son fundamentales para la acción que ejerce p19 sobre la reparación del DNA 

(Marazita et al., manuscrito enviado a publicar). Si p19 resultara ser un factor importante 

en la supervivencia neuronal frente a un agente neurotóxico típico como el péptido ȕ-

amiloide, debería de ser fosforilada en respuesta al tratamiento con este péptido.  

Con el objeto de evaluar entonces la fosforilación in vivo de p19 en células de 

neuroblastoma, realizamos ensayos de marcación metabólica con 32P. De esta forma, toda 

proteína que sea fosforilada en la célula queda marcada radiactivamente. A partir de la 

imagen resultante podemos decir que, tanto en células diferenciadas (figura 9A) como en 

células sin diferenciar (figura 9B), p19 no se fosforila en condiciones basales, en ausencia 

de daño, al menos en niveles detectables. Sin embargo, cuando las células fueron expuestas 

al péptido ȕ-amiloide observamos, efectivamente, que p19 es fosforilada en función del 

tiempo, tanto en células diferenciadas, como en células sin diferenciar, con un tiempo 

mínimo de fosforilación de una hora. La misma se mantuvo al menos hasta veinticuatro 

horas luego del tratamiento con el dañador.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 RESULTADOS 

41 
 

Figura 10. p19 es fosforilada en presencia de neocarzinostatina. Células SH-SY5Y diferenciadas 
fueron preincubadas con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio durante 3 horas y tratadas posteriormente 
con neocarzinostatina 100 ng/ml ó ȕ-amiloide 10 μM. A los tiempos indicados se cosecharon las 
células y se prepararon extractos proteicos, 100 µg de los cuales fueron utilizados para 
inmunoprecipitar p19 y analizar la fosforilación tal como se indicó en la figura anterior. Los niveles de 
19 en los extractos utilizados en la inmunoprecipitación fueron analizados por western blot. La figura 
es representativa de dos ensayos independientes. NCS: neocarzinostatina; ȕ-am: ȕ-amiloide. 
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Analizamos también la fosforilación de p19 en presencia de neocarzinostatina. 

Como se ve en la figura 10, p19 fue fosforilada en función del tiempo en presencia de 100 

ng/ml del dañador, con un tiempo mínimo de fosforilación analizado a los treinta minutos. 

La fosforilación de p19 se mantuvo al menos hasta las ocho horas. Al igual que en los 

ensayos anteriores, no encontramos fosforilación de p19 en condiciones basales.  

De este modo, la fosforilación de p19 parecería ser una respuesta general de las 

células neuronales al tratamiento con agentes genotóxicos que activan diferentes vías de 

reparación de DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                            

 

 

 

Figura 9. p19 es fosforilada en función del tiempo en presencia de β-amiloide. Células SH-SY5Y sin 
diferenciar (A) y diferenciadas (B), fueron preincubadas con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio durante 3 
horas y tratadas posteriormente con ȕ-amiloide 10 μM. A los tiempos indicados, se cosecharon las células y 
se prepararon extractos proteicos. 100 μg de proteína fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-p19. 
Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12 % y la fosforilación fue analizada a través de la 
utilidad Storm Phosphoimager Scanner, previo secado y exposición del gel. Niveles de p19 
inmunoprecipitada fueron analizados por western blot. La figura es representativa de dos ensayos 
independientes. Fosfo-p19: p19 fosforilada; IP-p19: p19 inmunoprecipitada. 
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1.4.2 La disminución en la actividad de CDK5 bloquea la fosforilación de p19 mediada 

por β-amiloide 

 

Nuestro siguiente objetivo consistió en determinar cuál era la quinasa responsable 

de dicha fosforilación en células neuronales. 

Ya fue demostrado en nuestro laboratorio que, en fibroblastos humanos, la CDK2 

sería la quinasa responsable de la fosforilación de p19 en el residuo serina 76 (Marazita et 

al., manuscrito enviado a publicar). De todas formas, la predicción de quinasas con 

potencial para fosforilar p19 mostró a CDK5 como candidata. CDK5 es una serina/treonina 

quinasa con un alto grado de homología estructural con CDK1 y CDK2 (Meyerson et al., 

1992). La expresión de CDK5, como se indicó anteriormente, es principalmente abundante 

en el sistema nervioso central adulto, se observa en un nivel intermedio en testículo y a 

bajos niveles o de forma indetectable en otros tejidos (Tsai et al., 1994). 

Dado que CDK5 está involucrada, no sólo en procesos relacionados con el 

desarrollo del sistema nervioso y su supervivencia, sino también en mecanismos de 

neurodegeneración, planteamos la hipótesis de que p19 sería fosforilada por CDK5 en 

respuesta al tratamiento con ȕ-amiloide en células diferenciadas. Para corroborarla, 

utilizamos dos estrategias. En primer lugar, decidimos disminuir la expresión de la quinasa 

mediante la utilización de un oligodeoxinucleótido antisentido específico para su secuencia 

(ASCDK5). En segundo lugar, tratamos a las células con el compuesto butirolactona, un 

inhibidor específico para la actividad de la quinasa (Hosoi et al., 1995). 

Analizando los resultados de la figura 11 podemos ver que el empleo de ASCDK5 

bloqueó completamente la fosforilación de p19, evaluada a la hora y a las dos horas luego 

del tratamiento con el neurotóxico.  
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En segundo lugar, estudiamos la fosforilación de la INK4d en presencia del 

inhibidor butirolactona. Las células fueron preincubadas con el inhibidor por dos horas y 

luego dañadas con el péptido ȕ-amiloide. Como se ve en la figura 12, a los dos tiempos 

estudiados, los niveles de fosforilación de p19 disminuyeron sensiblemente en presencia de 

butirolactona y el genotóxico. 

Aunque el bloqueo de la fosforilación en este último caso en presencia de 

butirolactona no fue total, debido probablemente a una inhibición parcial de CDK5, 

podemos concluir de estas figuras, que CDK5 efectivamente estaría participando de la 

fosforilación de p19 en respuesta al tratamiento con el péptido ȕ-amiloide en células de 

neuroblastoma diferenciadas. Existe la posibilidad también de que otras quinasas estén 

fosforilando con menor eficiencia a p19, en ausencia de actividad de CDK5. Una posible 

candidata es la quinasa CDK2. Más adelante evaluaremos esta posibilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. El tratamiento con el oligonucleótido antisentido de CDK5 bloquea la fosforilación de p19 en 
presencia de β-amiloide. Células SH-SY5Y diferenciadas fueron transfectadas con el oligonucleótido 
antisentido de CDK5 (ASCDK5) o con un oligonucleótido inespecífico (AS Control) durante 24 horas. Al 
cabo de ese tiempo, las células fueron incubadas durante 3 horas con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio y 
posteriormente dañados o no con ȕ-amiloide 10 μM. Cantidades iguales de proteínas (100 µg) de las muestras 
recolectadas a diferentes tiempos luego del tratamiento con el dañador, fueron utilizadas para analizar la 
fosforilación de p19. Los niveles de p19 inmunoprecipitada fueron analizados por western blot. La figura es 
representativa de dos ensayos independientes.  

Figura 12. El tratamiento con butirolactona 
disminuye la fosforilación de p19 en 
respuesta a β-amiloide. Células SH-SY5Y 
diferenciadas fueron incubadas durante 3 horas 
con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio, 
preincubadas 2 horas con butirolactona 10 μM, 
y luego tratadas con ȕ-amiloide 10 μM según se 
indica. A diferentes tiempos, las células fueron 
cosechadas y se analizó a fosforilación de p19. 
Los niveles de p19 inmunoprecipitada fueron 
analizados por western blot. La figura es 
representativa de dos ensayos independientes. 
But: butirolactona; ȕ-am: ȕ-amiloide 
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Figura 13. Los tratamientos con ASCDK5 o butirolactona no afectan la expresión de p19. (A) Células 
SH-SY5Y diferenciadas fueron transfectadas o no con el oligonucleótido antisentido de CDK5 (ASCDK5) 
o con un oligonucleótido inespecífico como control (AS Control). Luego de 24 horas las células fueron 
tratadas o no con ȕ-amiloide 10 μM y se sacaron las muestras a los tiempos indicados. (B) Células SH-
SY5Y diferenciadas fueron pretatadas o no 2 horas con el inhibidor de CDK5 butirolactona 10 μM y luego 
dañadas o no con el péptido ȕ-amiloide 10 μM. Al cabo de 8 horas, las células fueron recolectadas para la 
preparación de los extractos. En ambos caso, se analizó la expresión de p19, p35 y CDK5 mediante 
northern blot. Como control de carga se analizó la expresión del mRNA de ȕ-tubulina. La figura es 
representativa de dos experimentos independientes. ȕ-am: ȕ-amiloide; But: butirolactona. 

La efectividad del oligodeoxinucleótido diseñado para CDK5 fue previamente 

evaluada en células SH-SY5Y diferenciadas. Observamos por ensayos de northern blot 

(figura 13A), que los niveles de mRNA de CDK5 resultaron disminuidos luego del 

tratamiento con ASCDK5. El tratamiento con el oligonucleótido ASCDK5 no modificó ni 

los niveles basales de p19 ni la inducción de la INK4 en respuesta al daño. Tampoco alteró 

la expresión del activador de CDK5, p35.  

Por otro lado, como se ve en el northern blot de la figura 13B, el tratamiento con 

butirolactona en células SH-SY5Y diferenciadas no alteró ni la expresión basal de p19 ni la 

inducción debida al daño con el péptido ȕ-amiloide. Esto indicaría entonces, que CDK5 no 

está implicada en el aumento de la expresión de la INK4d en presencia de genotóxicos ni 

en su expresión basal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mediante ensayos de actividad de quinasa analizamos la eficiencia del 

oligonucleótido antisentido y del inhibidor butirolactona, en disminuir la actividad de 

CDK5, paso fundamental para evaluar la participación de esta quinasa en la fosforilación 

de p19. La actividad de quinasa fue determinada, en cada caso, mediante ensayos de 

ASCDK5        -        +        +     +       -        -        -        - 

AS Control        -         -         -      -       -        +       +       + 

ȕ-am        -         -         -     +       -         -       -        + 

p19 

p35 

CDK5 

ȕ-tubulina 

 Horas             0                 8               0                 8       

A 

ȕ-am        -         +         -         + 

But         -         -         +        + 

p19 

CDK5 

p35 

ȕ-tubulina 

B 



 RESULTADOS 

45 
 

fosforilación in vitro utilizando un péptido de la histona H1 como sustrato. La figura 14A 

muestra que en presencia de ȕ-amiloide, y como había sido descripto previamente, a los 

dos tiempos analizados luego del tratamiento con el dañador, la quinasa aumentó 

considerablemente la actividad con respecto a su actividad basal. El tratamiento con el 

oligonucleótido antisentido para CDK5 logró disminuir en forma drástica, no sólo la 

actividad basal de la quinasa, sino también la actividad inducida de la misma en presencia 

del genotóxico, indicando, de este modo, que el oligonucleótido antisentido para CDK5 no 

es efectivo en reducir la expresión de la quinasa únicamente sino que también resulta 

eficaz para la disminución de la actividad de CDK5. 

El tratamiento con butirolactona también fue efectivo en inhibir la actividad de 

CDK5 (figura 14B). Luego de 8 horas de daño con el péptido ȕ-amiloide y en presencia 

del inhibidor, se vio una disminución significativa en la actividad de la quinasa, similar a la 

obtenida en presencia del oligonucleótido antisentido. De este modo, ambas estrategias 

empleadas para disminuir la actividad de CDK5 resultaron adecuadas para evaluar la 

participación de dicha quinasa en la fosforilación de p19 en respuesta a daño genotóxico.   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La actividad de CDK5 disminuye en presencia de ASCDK5 o butirolactona. (A) Células SH-
SY5Y diferenciadas fueron transfectadas con oligonucleótidos antisentido inespecífico control (AS Control) o 
específico para CDK5 (ASCDK5). A las 24 horas luego de la transfección las células fueron dañadas o no con 
ȕ-amiloide 10 μM. A diferentes tiempos se tomaron muestras y se prepararon extractos proteicos. (B) Células 
SH-SY5Y diferenciadas fueron pretatadas o no 2 horas con el inhibidor de CDK5 butirolactona 10 μM y 
luego dañadas o no con el péptido ȕ-amiloide 10 μM. Luego de 8 horas, las células fueron recolectadas y se 
prepararon extractos proteicos. En ambos casos, se inmunoprecipitó CDK5 a partir de los extractos proteicos. 
Los complejos inmunes fueron incubados junto con el péptido H1, sustrato de CDK5, en un buffer de 
reacción conteniendo 32ATP, a 30 ºC y por 30 minutos. El volumen total de reacción fue absorbido en papel 
de fosfocelulosa y la marca radioactiva correspondiente a la fosforilación de H1 fue cuantificada a través de 
un contador de centelleo. La figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en tres ensayos 
independientes por duplicado. ȕ-am: ȕ-amiloide. Test de Student: * p < 0,01.  
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Figura 15. Actividad de CDK5 en 
presencia de neocarzinostatina. Células 
SH-SY5Y diferenciadas durante 6 días 
con ATRA 1µM fueron tratadas con ȕ-
amiloide (10 μM) o neocarzinostatina 
(100 ng/ml) por 2 horas. Al cabo de ese 
tiempo se cosecharon las células y se 
prepararon extractos proteicos a partir de 
los cuales se midió la actividad de CDK5 
según lo explicado anteriormente. La 
figura muestra la media + D.E. de los 
valores obtenidos en tres ensayos 
independientes por duplicado. NCS: 
neocarzinostatina. Test de Student: * p < 
0,1. 

1.4.3 Neocarzinostatina induce la sobreactivación de CDK5 

 

Dado que la CDK5 es un potente candidato a ser la quinasa que fosforila a p19 en 

presencia de daño en las células neuronales, se quiso analizar si esta quinasa se activa en 

presencia de neocarzinostatina. El ensayo de quinasa de CDK5 correspondiente, mostró 

que la misma se activa cuando se daña a las SH-SY5Y diferenciadas con este agente 

genotóxico, de manera similar a la activación que muestra cuando se trata a las células con 

el péptido ȕ-amiloide (figura 15). Hasta el momento, no había sido reportada la 

sobreactivación de CDK5 en respuesta al tratamiento con un agente dañador doble cadena 

del DNA. Más adelante evaluamos su posible mecanismo de activación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4 La sobreexpresión de CDK5 y p35 induce la fosforilación de p19 en ausencia de 

daño  

 

Continuamos evaluando la posibilidad de que p19 estuviera siendo fosforilada por 

CDK5 en respuesta a ȕ-amiloide. Antes vimos que p19 no está fosforilada en forma basal, 

y que la proteína sufre esta modificación postraduccional luego del daño con el genotóxico. 

Nuestra hipótesis sostiene, entonces, que la sobreactivación de CDK5, producto del clivaje 

de p35 a pβ5 mediado por la calpaína en presencia de ȕ-amiloide, es la responsable de la 

fosforilación de p19 frente al daño en células de neuroblastoma. Para poner a prueba dicha 

hipótesis realizamos un experimento en el cual sobreexpresamos CDK5 y sus activadores, 

* 
* 
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p35 o p25 en células no neuronales carentes de esta actividad quinasa, y en ausencia de 

daño. Si hubiera fosforilación de p19 en estas condiciones, esto indicaría que p19 es 

sustrato de CDK5 y que p25 es un factor que actúa río abajo de la acción de los 

genotóxicos y de la calpaína.  

Ensayos de actividad quinasa mostraron que la actividad basal de CDK5 es casi 

nula en células HEK293, en comparación con la actividad mostrada en células SH-SY5Y 

diferenciadas, y que la misma no aumenta en condiciones de daño (figura 16). La 

sobreexpresión de CDK5, p35 o p25 no modificó dicha actividad. Esto es coincidente con 

el hecho de que las células no neuronales expresan muy bajos niveles de CDK5 y no 

expresan su activador p35. Al sobreexpresar conjuntamente CDK5 y p35 en células 

HEK293 se vio un gran aumento de la actividad quinasa, la cual se incrementó 

significativamente si co-transfectábamos a CDK5 con p25. La sobreexpresión de un 

mutante dominante negativo de CDK5, CDK5(D144N) (Lee and Kim, 2004), junto con 

p25, no mostró actividad quinasa significativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Actividad quinasa de CDK5 en células SH-SY5Y y HEK293. Células SH-SY5Y 
diferenciadas fueron dañadas con ȕ-amiloide 10 µM durante 2 horas. Posteriormente se prepararon 
extractos proteicos y se analizó la actividad de CDK5 mediante un ensayo de quinasa. Células HEK293 
fueron co-transfectadas con vectores de expresión para CDK5, p35, p25 o CDK5(D144N) según se indica, 
junto con el vector pBABE que confiere resistencia a la puromicina. Luego de 24 horas, las células fueron 
tratadas con puromicina 1 µg/ml durante 48 horas.  Al cabo de ese tiempo se dañó o no con ȕ-amiloide por 
dos horas. Se cosecharon las células resistentes y se prepararon extractos a partir de los cuales se midió la 
actividad quinasa de CDK5 tal como se describe anteriormente. La figura muestra la media + D.E. de los 
valores obtenidos en tres ensayos independientes por duplicado. Test de Student * p < 0,05; ** p < 0,1. 
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Una vez comprobada la capacidad de reconstituir la actividad de CDK5 en células 

HEK293, nos abocamos a estudiar la fosforilación de p19 en ausencia de daño (figura 17). 

Se vio que la proteína es fosforilada al sobreexpresar CDK5 junto con sus activadores p35 

o p25, con un nivel de fosforilación levemente superior en presencia de CDK5 y p25. Esta 

mayor fosforilación sería el resultado de la mayor actividad de la quinasa observada en 

estas condiciones en la figura 16. No se detectó fosforilación de p19 en presencia de la 

mutante de CDK5, CDK5(D144N), junto con su activador p25, indicando de este modo 

que la fosforilación es dependiente de CDK5. 

Estos resultados demuestran que p19 es sustrato de CDK5 cuando se produce un 

incremento en su actividad, y que la quinasa es capaz de fosforilar a p19 aun en ausencia 

de daño.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es interesante destacar que el tratamiento con ȕ-amiloide indujo la fosforilación de 

p19 en células HEK293 (figura 17). Según demostramos en nuestro laboratorio, CDK2 es 

la quinasa que fosforila a p19 en células no neuronales. La cuestión a resolver es si en 

Figura 17. Acción de la sobreactivación de CDK5 sobre la fosforilación de p19. Células HEK293 co-
transfectadas con vector vacio (1 y 2) o vectores de expresión para CDK5 (3), p35 (4), p25 (5) CDK5 y 
p35 (6), CDK5 y p25 (7) o CDK5(D144N) y p25 (8) junto el vector pBABE, fueron seleccionadas durante 
48 horas con puromicina 1 µg/ml. Las células resistentes fueron pre-incubadas con 32P-ortofosfato de sodio 
durante γ horas y dañadas o no con ȕ-amiloide 10 µM (2) durante 2 horas. Posteriormente se prepararon 
extractos proteicos y se analizó la fosforilación de p19 mediante inmunoprecipitación y revelado con la 
unidad Storm Phosphoimager Scanner. Los niveles de 19 en los extractos utilizados en la 
inmunoprecipitación fueron analizados por western blot, así como también la expresión de CDK5, p35 y 
p25. Estas últimas se indican con sus respectivas flechas. La figura es representativa de dos ensayos 
independientes. ȕ-am: ȕ-amiloide 

- 
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IP-p19 

CDK5 

p35 
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células neuronales, que sí poseen actividad CDK5, la quinasa CDK2 es también capaz de 

fosforilar a p19.  

 

 

1.4.5 CDK5 y no CDK2 fosforila a p19 en respuesta a daño  

 

Para responder la pregunta planteada anteriormente, disminuimos la expresión de 

CDK2 mediante la utilización de un oligodeoxinucleótido antisentido específico para la 

quinasa, estrategia utilizada anteriormente para disminuir la expresión y actividad de 

CDK5. El oligonucleótido específico para CDK2 ha sido utilizado previamente para el 

estudio de la fosforilación de p19. El mismo resultó eficiente para disminuir tanto la 

expresión como la actividad de la quinasa (Marazita et al., manuscrito enviado a publicar). 

Como se muestra en la figura 18, p19 fue fosforilada en presencia del péptido ȕ-amiloide 

pero no en su estado basal. Como se vio anteriormente, la presencia del oligonucleótido 

antisentido específico para CDK5 bloqueó completamente la fosforilación de la INK4 en 

respuesta al genotóxico. En cambio, el tratamiento con el oligonucleótido antisentido 

específico para CDK2 no modificó dicha fosforilación. Por lo tanto, CDK5 y no CDK2 

sería la quinasa responsable de la fosforilación de p19 en células diferenciadas dañadas con 

ȕ-amiloide. La eficiencia de los oligonucleótidos en disminuir la expresión de las CDKs 

fue ensayada mediante western blot (figura 19). Ambos oligonucleótidos, ASCDK5 o 

ASCDK2, fueron capaces de reducir parcialmente la expresión de sus quinasas específicas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. La fosforilación de p19 depende de CDK5 y no de CDK2. Células SH-SY5Y diferenciadas 
fueron transfectadas con un oligonucleótido inespecífico (AS Control) o con oligonucleótidos antisentido para 
CDK5 (ASCDK5) o para CDK2 (ASCDK2) según se indica. Luego de 24 horas, las células fueron pre-
incubadas con 32P-ortofosfato de sodio por 3 horas y luego dañadas con ȕ-amiloide 10 µM. A las dos horas se 
cosecharon las células y se prepararon extractos proteicos a partir de los cuales analizó la fosforilación de p19. 
Los niveles de p19 inmunoprecipitada fueron analizados por western blot. La figura es representativa de dos 
ensayos independientes. 
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De este conjunto de experimentos, podemos concluir que CDK5 es la quinasa 

responsable de la fosforilación de p19 en respuesta al daño al DNA con el péptido ȕ-

amiloide en células SH-SY5Y diferenciadas. Dicha fosforilación es un evento que depende 

de la sobreactivación de CDK5, la cual depende de la presencia de p25 como consecuencia 

del tratamiento con el neurotóxico. Al no encontrarse fosforilación, por lo menos 

detectable, de p19 en su estado basal, podemos decir que la INK4d no sería un sustrato 

natural de CDK5, con niveles normales de actividad de la quinasa.  

 

 

1.5 Calcio intracelular e inducción y fosforilación de p19 

 

1.5.1 El incremento en los niveles de calcio intracelular induce la expresión del gen de  

p19 

 

Es sabido que la exposición de las neuronas a stress oxidativo, péptidos ȕ-amiloide 

o excitotoxicidad, induce la entrada de calcio en la célula y la posterior activación de la 

proteasa dependiente de calcio, calpaína (Dhavan and Tsai, 2001). Como ya se mencionó, 

esta proteasa cliva a p35 y la convierte en su forma más estable, p25, lo que lleva al 

aumento en la actividad de CDK5. Dado que el tratamiento con el péptido ȕ-amiloide 

induce el gen de p19, y teniendo en cuenta el aumento en los niveles de calcio que se 

genera en presencia de este genotóxico (Cruz and Tsai, 2004), quisimos estudiar si es la 

variación de los niveles de calcio, y no el daño per se, el evento responsable, al menos en 

parte, de esta inducción de p19. Para esto, se trató a las células SH-SY5Y diferenciadas 

con el ionóforo de calcio A23187. Este compuesto forma complejos estables con cationes 

Figura 19. Disminución en la expresión de 
CDK5 y CDK2 mediante oligonucleótidos 
específicos. Células SH-SY5Y diferenciadas 
fueron transfectadas con un oligonucleótido 
inespecífico (AS Control) o con oligonucleótidos 
antisentido específicos para CDK5 (ASCDK5) o 
para CDK2 (ASCDK2) según se indica. Luego de 
24 horas, las células fueron recolectadas y se 
prepararon extractos proteicos a partir de los 
cuales se analizó la expresión de CDK5, CDK2 y 
ȕ-actina mediante la técnica de western blot. La 
figura es representativa de dos ensayos 
independientes. 

ASCDK5        -              +            -              + 

AS Control        +              -             -              - 

ASCDK2        -              -            +              + 

CDK5 

CDK2 
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Figura 20. Efecto del tratamiento con el 
iónoforo de calcio A23187 sobre la expresión 
de p19. Células SH-SY5Y diferenciadas fueron 
incubadas con A23187 1 o 5 μM, o con el 
péptido ȕ-amiloide 10 μM y cosechadas a 
diferentes tiempos según se indica. El RNA 
total (10 µg) de los lisados celulares fue 
analizado por northern blot con las sondas 
marcadas con 32P indicadas en el margen 
izquierdo. La figura es representativa de dos 
ensayos independientes. 

Horas         0        2        4       8         8        8 

Aβγ187 (5 μM) 
A23187  
 (1 μM) 

    ȕ-am  
 (10 μM) 

p19 

CDK5 

p35 

ȕ-tubulina 

divalentes y permite su transporte a través de la membrana nuclear, estructura que es 

usualmente impermeable a ellos (Abbott et al., 1979). De esta forma, el tratamiento con el 

ionóforo aumenta artificialmente los niveles intracelulares de calcio en células intactas. 

Como se ve en la figura 20, el tratamiento con dos concentraciones de A23187 incrementó 

los niveles de mRNA de p19 a los distintos tiempos analizados en forma similar a como lo 

hace el péptido ȕ-amiloide. El tratamiento con el ionóforo no modificó los niveles de 

expresión de CDK5, y tampoco se vieron cambios en el mensajero de p35. Así, se podría 

decir, que el aumento del calcio intracelular que se produce en presencia de neurotóxicos 

como el péptido ȕ-amiloide, activa vías que llevarían, entre otras cosas, a la activación e 

inducción del gen de p19 y que, aun en ausencia de daño, este gen es capaz de ser 

inducido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.2 p19 es fosforilada en respuesta al tratamiento con el ionóforo de calcio A23187  

 

Si la sobreactivación de CDK5 producida por el tratamiento con el péptido ȕ-

amiloide es responsable de la fosforilación de p19, entonces el aumento de calcio 

intracelular debería llevar a la fosforilación de la INK4d aun en ausencia de daño. Si esto 

es cierto, es de esperar entonces que el tratamiento con el ionóforo de calcio A23187 

induzca también la fosforilación de la proteína. 

Efectivamente, la presencia de A23187 promovió la fosforilación de p19 en función 

del tiempo, con un tiempo mínimo de fosforilación analizado a los treinta minutos (figura 

21). Cuando se analizó anteriormente la fosforilación de p19 con ȕ-amiloide (figura 9), no 
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Figura 21. p19 es fosforilada en presencia del ionóforo de calcio A23187. Células SH-SY5Y diferenciadas 
durante 6 días con ATRA 1 μM, fueron preincubadas con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio durante 3 horas y 
tratadas posteriormente con Aβγ187 5 μM ó ȕ-amiloide 10 μM. A los tiempos indicados, se cosecharon las 
células y se prepararon extractos proteicos. 100 μg de proteína fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo 
anti-p19. Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12% y la fosforilación fue revelada con el Storm 
Phosphoimager Scanner, previo secado y exposición del gel. Los niveles de p19 inmunoprecipitada fueron 
analizados por western blot. La figura es representativa de dos ensayos independientes. 

Fosfo-p19  

IP-p19 

Horas          0        0,5          1           2          8          2 

Aβγ187 (5 μM)  
   ȕ-am 
(10 μM)  

se vio fosforilación a este tiempo temprano, sino que la misma se detectó luego de una 

hora del agregado del genotóxico. Esto podría deberse a que el tratamiento con A23187 es 

una activación más directa de las vías que llevan a la fosforilación de p19. En cambio, la 

presencia del neurotóxico genera la entrada de calcio mediante la activación previa de sus 

canales correspondientes (Cheung and Ip, 2004), evento que podría retrasar la activación 

de las vías implicadas en la fosforilación de la INK4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En vista de la fosforilación de p19 en respuesta al tratamiento con el ionóforo de 

calcio, analizamos si, efectivamente, este compuesto era capaz de producir un aumento en 

la actividad de CDK5, quinasa implicada en la fosforilación de p19. Para ello realizamos 

ensayos de actividad quinasa de CDK5 en presencia del ionóforo A23187. Como se ve en 

la figura 22, la incorporación de marca radioactiva, es decir, la actividad quinasa, aumentó 

considerablemente cuando se trató a las células durante dos horas con el ionóforo de 

calcio, en comparación con los niveles basales de actividad. Estos valores fueron similares 

a los obtenidos luego del tratamiento con el péptido ȕ-amiloide.  

Podemos decir entonces, y confirmar, que el incremento de calcio intracelular 

induce la fosforilación de p19, aun en ausencia de daño, y que la misma es debida a la 

sobreactivación de CDK5 que se produce en estas condiciones.  
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1.5.3 La despolarización de la membrana no induce el gen de p19 pero sí la fosforilación 

de la proteína  

 

La despolarización de la membrana es un proceso químico por el cual una célula 

neuronal cambia su potencial eléctrico, normalmente negativo, a positivo, mediante el 

intercambio de iones entre el exterior y el interior celular. Este proceso forma parte de la 

transmisión sináptica. En muchas neuronas, la elevación del potasio extracelular que se 

produce durante la despolarización, conduce a un incremento en los niveles de calcio 

intracelular, el cual puede interactuar con la calmodulina y modular de esta forma las 

enzimas dependientes de calcio, como ser las CaM quinasas, proteína quinasas y adenilato 

ciclasas. Estas moléculas activadas participan en diversas vías de señalización y respuestas 

celulares (Ai et al., 1998). Dado que el tratamiento con el ionóforo de calcio A23187, 

como vimos anteriormente, produjo tanto la inducción del gen como la fosforilación de 

p19 en ausencia de daño, nos preguntamos si un proceso más fisiológico como la 

despolarización causaría los mismos efectos. Para ello, manipulamos el medio de cultivo 

de células SH-SY5Y diferenciadas de modo de aumentar la concentración de KCl a 50 

mM, unas diez veces más que la del medio basal. Este estímulo es utilizado normalmente 

para mimetizar los aspectos de la despolarización neuronal (Ai et al., 1998; Kim et al., 

2008b). 

Contrariamente a lo esperado, y por lo visto en cuanto al efecto que produjo el 

ionóforo de calcio A23187 sobre el gen de p19, el tratamiento con KCl no indujo la 

Figura 22. El ionóforo de calcio A23187 
induce la activación de CDK5. Células SH-
SY5Y diferenciadas fueron tratadas con ȕ-
amiloide 10 µM o A23187 5 µM según se 
indica. A las 2 horas se cosecharon las 
células y se prepararon extractos proteicos a 
partir de los cuales se inmunoprecipitó 
CDK5. Los complejos inmunes fueron 
incubados en un buffer de reacción adecuado 
con 32ATP y el sustrato H1, por 30 minutos a 
30 ºC. El volumen de reacción fue absorbido 
en papel de fosfocelulosa y la marca 
radioactiva medida a través de un contador de 
centelleo. La figura muestra la media + D.E. 
de los valores obtenidos en tres ensayos 
independientes por duplicado. Test de 
Student: * p < 0,1. 
 

* 
* 
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Figura 23. Efecto de la despolarización de la membrana sobre la expresión y fosforilación de p19. (A) 
Células SH-SY5Y diferenciadas fueron pre-tratadas o no 2 horas con butirolactona 10 µM e incubadas en un 
medio con KCl 45 mM o ȕ-amiloide 10 µM durante 4 horas. Las células fueron cosechadas y se analizó la 
expresión de p19 y de ȕ-tubulina por northern blot. (B) Células SH-SY5Y diferenciadas fueron pre-incubadas 
con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio durante 3 horas, pre-tratadas en algunos casos 2 horas con 
butirolactona 10 µM y luego incubadas con KCl 45 mM o ȕ-amiloide 10 µM. A las 2 horas se cosecharon las 
células y se prepararon extractos proteicos a partir de los cuales se determinó la fosforilación de p19 según lo 
indicado anteriormente. Los niveles de 19 en los extractos utilizados en la inmunoprecipitación fueron 
analizados por western blot. En (A) y (B), como control de osmolaridad, se incubó a las células en un medio 
con manosa 1% o NaCl 45 mM. La figura es representativa de dos ensayos independientes. Man: manosa; 
But: butirolactona; ȕ-am: ȕ-amiloide. 
 

expresión del mRNA de p19 (figura 23A). En cambio, sí llevó a la fosforilación de la 

proteína (figura 23B). Esta última se vio disminuida en presencia de butirolactona, un 

inhibidor específico de CDK5.  

 

 

 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ensayos de actividad quinasa de CDK5 mostraron que la misma aumenta su 

actividad en condiciones despolarizantes (figura 24), y que esta activación es inhibida en 

presencia de butirolactona. Para descartar que la fosforilación se deba a cambios en la 

osmolaridad producidos por una mayor concentración de KCl, incubamos a las células en 

un medio con manosa 1%, el cual posee una osmolaridad empíricamente similar al medio 

KCl 50 mM (Ai et al., 1998). Con este tratamiento se obtuvieron resultados similares al 

control, es decir, no se vio fosforilación de p19. Por otro lado, el tratamiento con NaCl 50 

mM no tuvo ningún efecto sobre p19, descartando entonces que la fosforilación de p19 o el 

aumento en la actividad quinasa de CDK5 se daban a cambios en la concentración de 

iones. 
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El tratamiento con KCl, por lo tanto, activaría vías de señalización dependientes de 

calcio suficientes para producir la fosforilación de p19 pero no la inducción de su gen. En 

esta fosforilación participaría CDK5, quinasa que aumenta su actividad debido al 

incremento de calcio intracelular producido por la despolarización de la célula neuronal.  

 

 

1.5.4 El secuestro del calcio extracelular inhibe la fosforilación de p19 

 

 Finalmente, para confirmar que las vías de transducción de señales que llevan a la 

fosforilación de p19 son dependientes del aumento de calcio intracelular, incubamos a las 

células diferenciadas con un conocido quelante de calcio, el ácido etilen glicol tetracético o 

EGTA 250 µM, previo al tratamiento con los genotóxicos o con el medio despolarizante. 

Como se ve en la figura 25, la fosforilación inducida por los genotóxicos o por el aumento 

de calcio intracelular fue parcialmente bloqueada por el quelante de calcio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. CDK5 se activa con el aumento 
de potasio extracelular. Células SH-SY5Y 
diferenciadas fueron pre-icubadas o no con 
butirolactona 10 µM durante 2 horas y luego 
incubadas en un medio con manosa 1%, 
NaCl 45 mM, ȕ-amiloide 10 µM o KCl 45 
mM según se indica. A las 2 horas se 
cosecharon las células y se prepararon 
extractos proteicos a partir de los cuales se 
midió la actividad de CDK5. La figura 
muestra la media + D.E. de los valores 
obtenidos en dos ensayos independientes por 
duplicado. Man: manosa; But: butirolactona; 
ȕ-am: ȕ-amiloide. 
 
 

 -      EGTA    ȕ-am   NCS    KCl        ȕ-am     NCS    KCl    
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Figura 25. El tratamiento con EGTA inhibe la fosforilación de p19. Células SH-SY5Y diferenciadas 
durante 6 días con ATRA 1 μM, fueron preincubadas con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio durante 3 
horas, pretratadas o no con EGTA 250 µM y tratadas posteriormente con ȕ-amiloide 10 μM, NCS 100 
ng/ml o KCl 45 mM. Luego de dos horas, se cosecharon las células y se prepararon extractos proteicos a 
partir de los cuales se determinó la fosforilación de p19. Los niveles de p19 presentes en los extractos 
fueron analizados por western blot. La figura es representativa de dos ensayos independientes. ȕ-am: ȕ-
amiloide; NCS: neocarzinostatina. 
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En base a los resultados obtenidos podemos confirmar y concluir que la presencia 

de agentes genotóxicos, como el péptido ȕ-amiloide o la neocarzinostatina inducen la 

activación de vías de transducción de señales dependientes de calcio que llevan tanto a la 

inducción del gen de p19 como a la fosforilación de su proteína, esta última dependiente de 

la sobreactivación de la quinasa CDK5. Está reportado que esta quinasa no sólo aumenta 

su actividad en respuesta a un incremento del calcio intracelular, sino que además CDK5 

fosforila canales de calcio, como ser los receptores NMDA, los cuales se activan y 

mantienen elevado el flujo de calcio hacia el interior celular. Este fenómeno conduce a una 

mayor activación de la calpaína y a un mayor clivaje de p35 a p25, lo que resulta en una 

mayor y prolongada sobreactivación de CDK5 (Cheung and Ip, 2004).  

 

 

1.5.5 El tratamiento con calpeptina, un inhibidor específico de la calpaína, disminuye la 

fosforilación de p19  

 

Si la fosforilación de p19, inducida por genotóxicos o por el aumento de los niveles 

de calcio, depende de CDK5 activada por el clivaje de p35 a p25 mediada por calpaína, la 

inhibición de esta proteasa debería bloquear esta fosforilación.  

Para contrastar esta hipótesis, células SH-SY5Y diferenciadas fueron tratadas 

previamente con calpeptina, un inhibidor específico de la calpaína (Shiba et al., 1996). 

Como se muestra en la figura 26, la fosforilación de p19 inducida por el tratamiento con el 

péptido ȕ-amiloide, A23187 o neocarzinostatina, se vio disminuida en presencia del 

inhibidor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. El tratamiento con calpeptina disminuye la fosforilación de p19. Células SH-SY5Y 
diferenciadas fueron pre-incubadas con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio y calpeptina 10 μM, y tratadas 
posteriormente con ȕ-amiloide 10 μM, Aβγ187 5 μM ó neocarzinostatina 100 ng/ml. Luego de 2 horas se 
cosecharon las células y se prepararon extractos proteicos a partir de los cuales se determinó la fosforilación de 
p19. Los niveles de 19 en los extractos utilizados en la inmunoprecipitación fueron analizados por western blot. 
La figura es representativa de dos ensayos independientes. ȕ-am: ȕ-amiloide; NCS: neocarzinostatina. 
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Al mismo tiempo, y como era de esperar, el pre-tratamiento con calpeptina bloqueó 

el aumento en la actividad de CDK5 provocado por los genotóxicos (figura 27), 

confirmando que la sobreactivación de la quinasa de debe a la acción de la calpaína. 

 Estos resultados sugieren que la calpaína funcionaría como un modulador 

importante en la fosforilación y activación de p19 en respuesta al estrés genotóxico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6 Acción de la calpaína sobre la proteína p19 

 

1.6.1 Los niveles proteicos de p19 no aumentan en presencia de β-amiloide, A23187 o 

neocarzinostatina en células neuronales 

 

En nuestro laboratorio hemos demostrado que no sólo existe una inducción del gen 

de p19 con el subsecuente incremento de su mensajero, sino que también hay un aumento 

en los niveles proteicos de p19 en respuesta al daño por irradiación con luz UV (Ceruti et 

al., 2005; Scassa et al., 2007). Como se mencionó anteriormente, tanto el tratamiento con 

el péptido ȕ-amiloide, con el ionóforo de calcio A23187 o el tratamiento con el antitumoral 

neocarzinostatina, producen la inducción del gen de p19 en las células de neuroblastoma 

Figura 27. Actividad de CDK5 en presencia de calpeptina. Células SH-SY5Y diferenciadas fueron 
preincubadas con calpeptina 10 μM durante β horas y posteriormente tratadas con ȕ-amiloide 10 μM, Aβγ187 
5 μM ó neocarzinostatina 100 ng/ml. A las dos horas se cosecharon las células y se prepararon extractos 
proteicos, 500 µg de los cuales fueron utilizados para mediar la actividad de CDK5 mediante un ensayo de 
quinasa. La figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en tres ensayos independientes por 
duplicado. NCS: neocarzinostatina. Test de Student: * p < 0,01; ** p < 0,05 
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ȕ-actina 

SH-SY5Y diferenciadas. Quisimos analizar entonces si la proteína se comportaba de la 

misma manera que el mRNA frente a los tratamientos mencionados y si existía un 

incremento de los niveles proteicos similares a los observados luego del tratamiento con 

UV.  

Para ello, células SH-SY5Y diferenciadas durante 6 días con ATRA fueron tratadas 

con ȕ-amiloide, A23187 ó NCS. Posteriormente, se analizaron los niveles proteicos de p19 

a diferentes tiempos. Como control positivo de inducción de la proteína, las células fueron 

irradiadas con 40 J/m2 de luz UV. Como se observa en la figura 28A, hubo un aumento en 

función del tiempo en los niveles proteicos de p19, en respuesta a la irradiación con luz 

UV. En cambio, la proteína de p19 no mostró un incremento en sus niveles frente al daño 

con el péptido (figura 28B y 28C). La misma parecería ser constante durante los tiempos 

analizados. En presencia de A23187, contrariamente a lo que ocurre con su mensajero, que 

incrementa sus niveles, se vio una disminución de la proteína de p19 en función del tiempo 

(figura 28B) y con las diferentes dosis del ionóforo ensayadas (figura 28C). Al estudiar 

los niveles de la proteína de p19 en presencia de neocarzinostatina, como muestra la figura 

28D, no se observó un aumento en la proteína, al menos a los distintos tiempos analizados. 

El comportamiento de CDK5 fue similar a lo observado para su mRNA, ya que la proteína 

no modificó sus niveles en presencia de los diferentes genotóxicos utilizados ni en 

presencia del ionóforo de calcio A23187.  
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Figura 28. Efecto del tratamiento con luz UV, β-amiloide, A23187 ó neocarzinostatina sobre los niveles 
proteicos de p19. Células SH-SY5Y diferenciadas con ATRA durante 6 días fueron irradiadas con (A) luz 
UV 40 J/m2 o tratadas con (B y C) ȕ-amiloide 10 μM, (B) A23187 5 μM, (C) A23187 1 µM (A1) ó A23187 
5 µM (A5) ó (D) neocarzinostatina 100 ng/ml, durante los tiempos indicados en la figura. Posteriormente se 
prepararon extractos proteicos y se analizaron los niveles proteicos de p19, CDK5 y ȕ-actina con anticuerpos 
específicos mediante la técnica de western blot. La figura es representativa de tres ensayos independientes. 
ȕ-am: ȕ-amiloide NCS: neocarzinostatina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Analizamos luego, si lo observado en cuanto al comportamiento proteico de p19 era 

un fenómeno que ocurría en forma general en células derivadas de neuroblastoma y no un 

evento propio de células SH-SY5Y. Para ello utilizamos células de neuroblastoma murino 

Neuro-2a, en las cuales habíamos visto previamente la inducción del mRNA de p19 en 

respuesta al péptido ȕ-amiloide (figura 5). De este modo, células Neuro-2a diferenciadas 

durante 6 días con ATRA 10 µM, fueron dañadas con luz UV o tratadas con ȕ-amiloide 

para analizar posteriormente los niveles proteicos de p19 mediante western blot. Como 

vemos en la figura 29, en respuesta al tratamiento con luz UV, hubo un incremento en los 

niveles de la proteína de p19 en función del tiempo, tal como fue descripto (Ceruti et al, 

2005) y tal como observamos previamente en células SH-SY5Y. En cambio, no hubo 

inducción proteica de p19 en presencia del péptido ȕ-amiloide. La misma parecería 

mantener un nivel constante a lo largo del tiempo del tratamiento. No hubo variaciones  en 

la proteína de CDK5 en respuesta a los tratamientos, tal como habíamos visto en células 

SH-SY5Y.  

 Podemos decir entonces que, el comportamiento de la proteína de p19 observado en 

presencia de ȕ-amiloide, es un evento general en células de neuronales diferenciadas.   
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De acuerdo a los resultados obtenidos en los western blot anteriores, parecería 

haber un comportamiento dispar de la proteína p19 en función de los genotóxicos 

utilizados. Mientras que con luz UV existe una inducción e incremento de la proteína, la 

presencia del péptido ȕ-amiloide, A23187 o neocarzinostatina no parece modificar o 

incluso parece disminuir los niveles proteicos de p19. Existen evidencias de que la calpaína 

cliva in vitro a p19, inmediatamente luego de la primera y la segunda repeticiones ankirina, 

las cuales son estructuralmente menos estables comparadas con las otras repeticiones (Joy 

et al., 2006). También se vio que la calpaína media la degradación de otras proteínas 

regulatorias del ciclo celular, como ser la ciclina D (Choi et al., 1997) o el miembro de la 

familia CIP1/KIP1 de inhibidores de CDKs, p21CIP1 (Patel and Lane, 2000). De esta forma, 

se plantea un rol para la calpaína en el ciclo celular, específicamente en la transición de G1 

a S, a través de la regulación del turnover o recambio de las ciclinas o los inhibidores de 

las CDKs (Joy et al., 2006). Teniendo en cuenta estos datos y que el tratamiento con los 

diferentes agentes utilizados sobreactiva a la quinasa CDK5 debido principalmente a la 

activación de las vías de calcio y, por ende, a la activación de la calpaína, nos preguntamos 

si, eventualmente, la proteína de p19 está siendo clivada por esta proteasa. Dado que p19 

también es fosforilada en respuesta a los diferentes tratamientos, planteamos la hipótesis de 

que esta fosforilación podría proteger a la proteína de ser degradada, existiendo de esta 

forma un balance entre la síntesis de p19, dada por la inducción de su mensajero en 

respuesta al daño, y la degradación de la proteína, debido a la activación de la calpaína por 

el aumento de calcio intracelular. Esta hipótesis será evaluada en los siguientes puntos de 

esta primera parte.     
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Figura 29. Expresión de p19 en 
células Neuro-2a dañadas. Células 
Neuro-2a diferenciadas fueron 
tratadas con luz UV 40 J/m2 ó con el 
péptido ȕ-amiloide 10 µM durante 
los tiempos indicados en la figura. 
A partir de extractos proteicos se 
determinó la expresión de p19, 
CDK5 y ȕ-actina mediante western 
blot utilizando anticuerpos 
específicos. La figura es 
representativa de dos ensayos 
independientes.  
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1.6.2 La inhibición de la calpaína provoca un leve aumento en los niveles proteicos de p19 

 

Para contrastar la hipótesis planteada anteriormente, incubamos células SH-SY5Y 

diferenciadas con calpeptina, un inhibidor específico de la calpaína, durante dos horas, 

previamente al tratamiento con los genotóxicos o con el ionóforo de calcio.  

Como se observa en la figura 30A, el pre-tratamiento con calpeptina no modificó la 

expresión basal de p19, indicando que la calpaína, en principio y en ausencia de daño, no 

tendría acción sobre p19. Como se vio anteriormente, en presencia del péptido ȕ-amiloide, 

no hubo variaciones en los niveles de p19 en función del tiempo, pero sí existió un leve 

aumento de la proteína a las ocho horas luego del pre-tratamiento con el inhibidor (figura 

30B). Resultados similares se obtuvieron al tratar las células con neocarzinostatina (figura 

30C) o con el ionóforo de calcio A23187 (figura 30D) en presencia del inhibidor. En el 

primer caso, existieron oscilaciones en los niveles proteicos de p19 en presencia de 

neocarzinostatina, mientras que en condiciones de inhibición de la calpaína, se vio un 

aumento de p19 a las ocho horas de tratamiento (figura 30C). En lo que respecta al 

tratamiento con A23187, observamos un leve aumento en la proteína en ausencia del 

inhibidor, hecho que contrasta con los resultados obtenidos anteriormente, en los cuales no 

se detectaban variaciones o incluso se veía una disminución de p19. De todas formas, el 

pre-tratamiento con el inhibidor de calpaína, llevó a un aumento considerable en los 

niveles proteicos de p19 en todos los tiempo analizados (figura 30D).   
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 Nos preguntamos entonces si la inducción de la proteína de p19 observada en 

respuesta al tratamiento con luz UV, podría deberse a que, en estas condiciones, no hay 

activación de la calpaína. Para contestar esta pregunta medimos, de forma indirecta, la 

activación de la calpaína en respuesta a la luz UV, mediante un ensayo de actividad 

quinasa de CDK5 en células SH-SY5Y diferenciadas. Como habíamos visto anteriormente, 

y como se observa en la figura 31, el tratamiento con el péptido ȕ-amiloide, utilizado en 

este caso como control positivo, indujo un aumento significativo en la actividad de CDK5. 

Este aumento se vio disminuido en presencia del inhibidor de la calpaína, calpeptina, 

indicando que el mismo es dependiente de la activación de la proteasa. En cambio, al usar 

luz UV como genotóxico, no hubo un aumento significativo, en la actividad de la quinasa. 

Podemos decir entonces, que el tratamiento con luz UV no estaría activando a la 

calpaína, o al menos no la estaría activando en forma suficiente en células SH-SY5Y 

diferenciadas como para producir la degradación de la proteína de p19. Esto explicaría, de 

alguna forma, el aumento de la proteína de p19 observado en respuesta a la luz UV.  

 

 

 

 

Figura 30. p19 estaría siendo degradada por la calpaína. (A) Células SH-SY5Y diferenciadas fueron 
incubadas con calpeptina 10 µM durante diferentes tiempos. Luego se prepararon extractos proteicos y se 
analizó la expresión de p19 y de ȕ-actina por western blot. (B, C y D) Células SH-SY5Y diferenciadas 
fueron pre-incubadas o no con calpeptina 10 µM durante 2 horas y luego tratadas con (B) ȕ-amiloide 10 
µM, (C) A23187 5 µM o (D) neocarzinostatina 100 ng/ml. A los tiempos indicados se prepararon extractos 
celulares y se analizaron los niveles proteicos de p19 y de ȕ-actina mediante western blot. Las bandas 
obtenidas fueron cuantificadas utilizando el programa ImageJ (NIH). Los valores de la relación p19/actina, 
reportados debajo de cada calle, fueron relativizados al control sin tratamiento. Las figuras son 
representativas de dos ensayos independientes. U.R.: Unidades Relativas ȕ-am: ȕ-amiloide; NCS: 
neocarzinostatina; Calp: calpeptina. 
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Figura 31. La luz UV induce levemente 
la actividad de CDK5. Células SH-
SY5Y diferenciadas durante 6 días con 
ATRA fueron pre-incubadas con 
calpeptina 10 μM durante β horas y 
posteriormente tratadas con ȕ-amiloide 
10 μM o luz UV 40 J/m2. A las dos horas 
se cosecharon las células y se prepararon 
extractos proteicos a partir de los cuales 
se determinó la actividad de CDK5. La 
figura muestra la media + D.E. de los 
valores obtenidos en tres ensayos 
independientes por duplicado. Test de 
Student: * p < 0,05. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De esta forma, los niveles de la proteína p19 en respuesta al incremento de calcio 

intracelular, ya sea por la acción de genotóxicos o por algún otro mecanismo, sería el 

resultado de un balance entre la inducción de su síntesis, a nivel transcripcional y por 

activación de E2F1, y la inducción de su degradación, mediada por la activación de la 

calpaína. 

 

 

1.6.3 La inhibición de CDK5 modula los niveles proteicos de p19 

 

Por lo visto anteriormente, la estabilidad proteica de p19 se ve afectada en un 

contexto de sobreactivación de la calpaína. Dado que el tratamiento con los genotóxicos 

inducen al mismo tiempo la fosforilación de p19, nos preguntamos si la misma protege a 

p19 de una mayor degradación por parte de la proteasa. De ser así, la inhibición de CDK5, 

y por ende, de la fosforilación de p19, debería provocar una mayor disminución o 

degradación de la proteína. Para corroborar esta hipótesis, tratamos células SH-SY5Y 

diferenciadas con el oligonucleótido antisentido para CDK5 o con el inhibidor 

butirolactona, estrategias que habían resultado eficientes en la reducción de la actividad de 

la quinasa. Al mismo tiempo, dañamos a las células con el péptido ȕ-amiloide y 

analizamos los niveles proteicos de p19 mediante western blot. Efectivamente, tanto el 

tratamiento con ASCDK5 (figura 32A) como el tratamiento con butirolactona (figura 

32B), afectaron los niveles proteicos de p19 en presencia de daño, encontrándose 

levemente disminuidos con respecto a los controles sin tratamiento. Como había sido 

* 



 RESULTADOS 

64 
 

demostrado anteriormente, en presencia de ȕ-amiloide no hubo variaciones en los valores 

proteicos de p19.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.4 La fosforilación protege a p19 de la degradación por calpaína 

 

Continuamos entonces con el estudio de la acción de la calpaína sobre la proteína 

de p19. Para ello, transfectamos células SH-SY5Y con un plásmido que codifica para la 

subunidad pequeña de la calpaína de rata (pSBCRat28K) (Undyala et al., 2008), la cual 

confiere actividad constitutiva a la proteasa, junto con vectores de expresión para p19 

salvaje (p19wt), p19 mutada en la serina 76 por alanina (p19S76A), mutación que impide 

su fosforilación, o p19 mutada en sus sitios serina 76 y treonina 141 por ácido glutámico 

(p19S76T141E), sustituciones que mimetizan el estado fosforilado de p19 (Marazita et al., 

manuscrito enviado a publicar). Las tres construcciones utilizadas expresan p19 asociada al 

epítope V5. Posteriormente analizamos si p19 resultaba degradada por la sobreactivación 

de la calpaína, y si la fosforilación afectaba de algún modo dicha proteólisis. Como se ve 

en la figura 33A, la sobreexpresión de la calpaína llevó a una disminución en los niveles 

Figura 32. La inhibición de CDK5 afecta los valores proteicos de p19. (A) Células SH-SY5Y 
diferenciadas fueron transfectadas con ASCDK5 o con un AS Control. 24 horas más tarde, las células 
fueron tratadas o no con ȕ-amiloide 10 µM durante 8 horas adicionales. (B) Células SH-SY5Y 
diferenciadas fueron pre-tratadas o no con butirolactona 10 µM por β horas y dañadas con ȕ-amiloide 10 
µM por 8 horas según se indica. En ambos casos las células fueron cosechadas y se prepararon extractos 
proteicos los cuales fueron utilizados para analizar por western blot los niveles proteicos de p19 y ȕ-actina. 
Las bandas obtenidas fueron cuantificadas utilizando el programa ImageJ (NIH). Los valores de la relación 
p19/actina, reportados debajo de cada calle, fueron relativizados a los respectivos controles sin tratamiento 
La figura es representativa de dos ensayos independientes. U.R.: Unidades Relativas; ȕ-am: ȕ-amiloide; 
But: butirolactona. 
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proteicos de p19wt, tanto en ausencia como en presencia de daño, hecho que indicaría 

degradación de p19 por parte de la proteasa. La sobreactivación de la calpaína afectó aún 

más la estabilidad de p19 no fosforilable, ya que la misma mostró disminuidos sus niveles 

en un grado mayor que la salvaje. En cambio, la presencia de calpaína afectó en menor 

medida la estabilidad de la versión que simula el estado fosforilado, y por ende, activado, 

de p19, indicando, de esta forma, un cierto grado de protección por parte de la 

fosforilación. 

 La funcionalidad del vector de calpaína fue ensayado mediante el análisis de la 

actividad quinasa de CDK5 en presencia del mismo (figura33B). Las células SH-SY5Y 

transfectadas con el plásmido pSBCRat28K, mostraron actividad de quinasa aumentada 

con respecto a los niveles basales. Dicho aumento se vio afectado en presencia del 

inhibidor de la calpaína, calpeptina. El incremento en la actividad de CDK5 observado en 

presencia del vector, indican que el mismo es funcional para aumentar la actividad de la 

calpaína. El ionóforo de calcio A23187 fue utilizado como control positivo de activación 

de CDK5. 

Los resultados descriptos en estos ensayos confirman que p19 es sustrato de la 

calpaína e indican que la fosforilación protege a la misma de la degradación.  
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En base a los resultados obtenidos en esta primera parte, podríamos plantear el 

siguiente modelo para explicar el mecanismo de activación de p19 en respuesta al daño 

genotóxico: la presencia de ȕ-amiloide o neocarzinostatina induciría la expresión, mediada 

por la activación de las vías de calcio, del gen de p19, además de la fosforilación de la 

proteína, esta última llevada a cabo por la sobreactivación de la quinasa CDK5. Por otro 

lado, la activación de la calpaína por el incremento del calcio intracelular debido al daño, 

además de producir la sobreactivación neurotóxica de CDK5, afectaría a la proteína de p19 

mediante su clivaje y posible degradación. Sin embargo, la fosforilación de la proteína 

protegería a p19 de esta degradación, esto último explicado por hecho de que no se ve el 

aumento esperado en los valores proteicos de p19 que se correspondan con el incremento 

del mensajero, producto de la inducción del gen en presencia de los genotóxicos. Así, 

habría un balance entre la síntesis y degradación de p19 y una estabilización y activación 

de la proteína dada por su fosforilación, para contrarrestar el efecto neurotóxico de la 

sobreactivación de CDK5 en respuesta al péptido ȕ-amiloide.    
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Figura 33. La fosforilación protegería a p19 de la degradación por calpaína. (A) Células SH-SY5Y 
fueron co-transfectadas con los vectores de expresión para V5-p19wt o las mutantes indicadas junto con el 
plásmido pSBCRat28K de expresión para la calpaína según se indica y el plásmido pBABE de resistencia a 
puromicina. A las 24 horas fueron tratadas con puromicina 2,5 µg/ml. Luego de 48 horas de selección, las 
células resistentes fueron tratadas o no con ȕ-amiloide 10 µM durante 8 horas y luego cosechadas para la 
preparación de extractos proteicos. Se analizó la expresión de V5-p19 y de ȕ-actina con anticuerpos 
específicos. Las bandas obtenidas fueron cuantificadas utilizando el programa ImageJ (NIH). Los valores 
obtenidos para cada una de las especies de p19, fueron relativizados a cada uno de sus controles sin 
tratamiento y sin sobreexpresión de calpaína. La figura es representativa de tres ensayos independientes. 
U.R.: Unidades Relativas. (B) Células SH-SY5Y fueron co-transfectadas con el plásmido pSBCRat28K 
según se indica junto con pBABE de resistencia a puromicina. Luego de 48 horas de selección, las células 
resistentes fueron pre-tratadas 2 horas con calpeptina 10 µM y luego tratadas o no con A23187 5 µM. A las 
dos horas se cosecharon las células y se prepararon extractos proteicos a partir de los cuales se determinó la 
actividad de CDK5. La figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en tres ensayos 
independientes por duplicado. Test de Student: * p < 0,1. 
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SEGUNDA PARTE 

 

Participación de p19 en la supervivencia neuronal 

 

Hasta aquí hemos demostrado que p19 es inducida y fosforilada en respuesta a la 

acción de agentes neurotóxicos, como el péptido ȕ-amiloide o el dañador doble cadena 

neocarzinostatina, o por el incremento de los niveles de calcio intracelular. En nuestro 

laboratorio hemos demostrado que p19 aumenta la reparación del DNA dañado con 

diferentes genotóxicos (Ceruti et al., 2005; Ceruti et al., 2009; Scassa et al., 2007). La 

hipótesis que contrastaremos en esta segunda parte es que p19 sería un factor que colabora 

en el mantenimiento de la integridad genómica favoreciendo de este modo la supervivencia 

neuronal afectada por agentes que causan daño al DNA.   

En esta segunda parte evaluamos entonces el papel de p19 como factor 

neuroprotector en un contexto celular de injuria genotóxica, estudiando tanto su 

participación en la reparación del DNA como su rol en la supervivencia neuronal. 

 

 

2.1 Asociación entre la expresión de p19 y la reparación del DNA y apoptosis 

 

2.1.1 p19 es necesaria para una eficiente reparación del DNA en células neuronales 

 

Para estudiar el efecto de p19 en la supervivencia de células neuronales generamos, 

en primer lugar, líneas celulares SH-SY5Y establemente transfectadas con el cDNA de p19 

en dirección sentido (p19S) o antisentido (p19AS), de modo de aumentar o silenciar la 

expresión de p19, respectivamente. La expresión de p19 en estas células es inducible y 

dirigida por el promotor de la melanotioneína (MT) por estimulación con zinc, el cual nos 

permite seleccionar el momento de “encendido y apagado” de la expresión de p19 o de su 

cDNA antisentido. Además, establecimos cultivos con el vector vacío para ser utilizados 

como controles. Luego del período de selección obtuvimos varios clones independientes 

que fueron amplificados. Para cada uno de ellos evaluamos la expresión de p19 luego de 

16 horas de inducción con zinc. En la figura 34A se muestra la expresión del mRNA 

(panel superior) y de la proteína (panel inferior) de algunos de los clones que 
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sobreexpresan p19. Los niveles de sobreexpresión del mRNA fueron similares a los 

obtenidos cuando se induce el gen mediante el tratamiento con el péptido ȕ-amiloide. 

Elegimos el clon 21 para realizar los ensayos posteriores. En cuanto a los clones que 

sobreexpresan el cDNA antisentido de p19, se logró disminuir la expresión tanto del 

mensajero (figura 34B, panel superior) como de la proteína (figura 34B, panel inferior), 

incluso en condiciones de daño. En este caso, elegimos el clon 11 de p19 antisentido, el 

cual mostró los niveles de mayor silenciamiento del mRNA. Como se muestra en la figura 

34C, el tratamiento con zinc no alteró ni la expresión del mRNA (panel superior) ni la 

expresión proteica (panel inferior) de p19 en las SH-SY5Y estables para el vector vacío.  

 

 
         
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Nos preguntamos si las células neuronales diferenciadas que sobreexpresan p19 

poseen una mayor respuesta de reparación del daño ocasionado por el tratamiento con el 

Figura 34. Análisis de la 
expresión de p19 en clones de 
las líneas celulares estables 
p19S y p19AS. Diferentes clones 
de células SH-SY5Y 
establemente transfectados con 
los vectores p-MTCB-p19sentido 
(A), p-MTCB-p19antisentido (B), 
o p-MTCB (C) fueron tratados 
con ZnCl2 100 µM durante 16 
horas y luego dañadas con ȕ-
amiloide 10 µM según se indica. 
A las 4 horas se tomaron 
muestras y se analizó la expresión 
de los mRNAs de p19 y ȕ-
tubulina mediante northern blot y 
de las proteínas p19 y ȕ-actina 
por western blot. La figura es 
representativa de dos ensayos 
independientes. 
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péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina que las células que carecen de ella. Para cumplir 

con este objetivo se llevaron a cabo ensayos de síntesis de DNA no programada (UDS, 

Unscheduled DNA Synthesis), los cuales reflejan la capacidad celular para reparar su 

propio DNA.  

Observamos que la línea que sobreexpresaba p19 (p19S) aumentó 

significativamente la incorporación de marca radioactiva en el DNA respecto de las células 

control (vector vacío), reflejando un aumento en la síntesis de DNA y consecuentemente 

en la capacidad de reparación de esta línea (figura 35A). Por el contrario, la síntesis de 

DNA, y por lo tanto la eficiencia de reparación, disminuyó significativamente en las 

células con deficiencia de p19 (p19AS) dañadas con ȕ-amiloide. Es importante destacar 

que estos resultados no sólo demuestran que la sobreexpresión de p19 mejora la capacidad 

de las células de reparar el DNA, sino también que los niveles endógenos de p19 son 

cruciales para alcanzar una respuesta completa frente al daño al DNA, indicado por la 

reducción significativa en la capacidad de reparación de la línea p19AS.  

Cuando las células fueron dañadas con neocarzinostatina, observamos una 

eficiencia de reparación del DNA significativamente menor en ausencia de p19 (figura 

35B). En cambio, no se vieron diferencias en cuanto a la reparación entre las células 

estables para el vector vacio y las células p19S. 

Estos resultados indican que p19 sería importante para una adecuada reparación del 

daño al DNA causado por el péptido ȕ-amiloide y neocarzinostatina. 
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2.1.2 p19 disminuye la actividad de caspasa-3 inducida por β-amiloide y 

neocarzinostatina en células neuronales 

 

La respuesta celular al daño consiste, primeramente, en activar mecanismos de 

reparación del genoma con el propósito de eliminar las lesiones. Sin embargo, dependiendo 

de la extensión del daño ocasionado y de la capacidad de la célula de repararlo, se activan 

simultáneamente mecanismos de muerte de modo de eliminar, de forma directa, la célula 

afectada. Esto resulta particularmente grave en el tejido nervioso ya que, en su gran 

mayoría, las células neuronales son irremplazables. 

Analizamos la actividad de caspasa-3 como una medida del grado de apoptosis en 

las células tratadas con ȕ-amiloide y neocarzinostatina. La activación de caspasas juega un 

papel importante en las fases ejecutoras de la apoptosis ya que las caspasas efectoras 

activadas, como la caspasa-3, llevan a cabo el programa de muerte celular mediante la 

degradación de proteínas vitales (Galluzzi et al., 2011).  

Figura 35. p19 es necesaria para una eficiente reparación del DNA en SH-SY5Y diferenciadas. Las 
líneas celulares SH-SY5Y estables para vector vacío, p19S o p19AS, fueron diferenciadas 6 días con ATRA 
1 µM e incubadas con ZnCl2 100 µM durante las últimas 16 horas. Luego de ese tiempo, las células fueron 
tratadas con (A) ȕ-amiloide 10 μM ó (B) neocarzinostatina 100 ng/ml e incubadas con 1 mCi [3H]-timidina. 
Inmediatamente y 10 horas después, se cuantificó la incorporación de timidina en los lisados celulares 
(UDS). La figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en tres ensayos independientes por 
triplicado. El Test de Student fue utilizado para comparar las muestras de células p19S y p19AS respecto a la 
línea transfectada con el vector vacío, a las 10 horas luego del tratamiento con los dañadores. NCS: 
neocarzinostatina. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
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 En primer lugar, descartamos cualquier efecto deletéreo del ZnCl2 sobre la 

viabilidad neuronal. Como se muestra en la figura 36A, en la línea celular SH-SY5Y 

estable para el vector vacío no hubo diferencias en la actividad de caspasa-3 entre las 

células tratadas o no con zinc, observándose el mismo aumento de la actividad enzimática 

en presencia de los genotóxicos. 

 Analizamos luego la actividad de caspasa-3 en las tres líneas celulares 

diferenciadas, tratadas con zinc para inducir la sobreexpresión o la disminución de p19, y 

dañadas con el péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina (figura 36B). Observamos que con 

ambos dañadores las células diferenciadas presentaban un incremento en la actividad de 

caspasa-3 luego de 24 horas de tratamiento, indicando la presencia de células apoptóticas. 

Sin embargo, aquellas células que sobreexpresaban p19 (p19S) estaban significativamente 

protegidas contra este tipo de muerte celular inducida por cualquiera de los genotóxicos 

mencionados. Esto está reflejado por la actividad de caspasa-3 reducida que presentaron 

estas células con respecto a las células estables para el vector vacío. Las células con niveles 

disminuidos de p19 (p19AS) y tratadas con neocarzinostatina tuvieron un aumento 

significativo en la actividad de caspasa-3 con respecto al control. En cambio, estas células 

tratadas con ȕ-amiloide no mostraron diferencias significativas en la actividad de caspasa-3 

con respecto al control; aunque cabe destacar que las células deficientes en p19 mostraron 

una tendencia hacia una mayor actividad de caspasa-3 aún en ausencia de daño. 

 Estos resultados apoyan la idea de que p19 jugaría un rol fundamental en proteger a 

las células neuronales de la apoptosis inducida por daño al DNA causado por genotóxicos 

como el péptido ȕ-amiloide o la neocarzinostatina.   
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2.2 La disminución de los niveles de p19 afecta la viabilidad celular 

 

A continuación estudiamos si la regulación positiva o negativa de p19 tiene algún 

significado biológico y juega un rol funcional en la respuesta neuronal frente a la injuria 

genotóxica. Para ello analizamos la supervivencia celular en las líneas estables para p19, 

luego del tratamiento con neocarzinostatina, mediante el ensayo de MTT (Bromuro de 3-

[4,5 dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio).  

En este ensayo, evaluamos la viabilidad de células neuronales con niveles 

disminuidos de p19, durante varios días luego del tratamiento con neocarzinostatina. El 

tratamiento con zinc no modificó la viabilidad de esta línea celular en ausencia de daño 

(figura 37A). La presencia de neocarzinostatina, en cambio, afectó significativamente la 

supervivencia de células deficientes para p19 (figura 37B). Observamos que, a partir del 

Figura 36. p19 regula la actividad de caspasa-3 inducida por β-amiloide o neocarzinostatina. (A) 
Células SH-SY5Y estables para el vector vacío diferenciadas fueron tratadas o no con ZnCl2 100 µM 
durante 16 horas. Al cabo de ese tiempo, las células fueron dañadas con ȕ-amiloide 10 µM o 
neocarzinostatina 100 ng/ml. Inmediatamente o 24 horas después, la actividad de caspasa-3 fue testeada en 
los lisados celulares. (B) Células SH-SY5Y estables para el vector vacío, p19S o p19AS diferenciadas 
fueron tratadas con ZnCl2 100 µM durante 16 horas. Al cabo de ese tiempo, las células fueron dañadas con 
ȕ-amiloide 10 µM ó neocarzinostatina 100 ng/ml. Inmediatamente o 24 horas luego del daño, la actividad 
de caspasa-3 fue testeada en los lisados celulares. Los resultados están expresados como porcentajes de la 
actividad de caspasa-3 con respecto a la actividad basal en los lisados de células estables para el vector 
vacio sin daño y medida a las 0 horas. La figura muestra la media + D.E. de tres experimentos 
independientes por triplicado. ȕ-am: ȕ-amiloide; NCS: neocarzinostatina. Test de Student: * p < 0,01; ** p 
< 0,025.  
 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0 hs 24 hs 24 hs 24 hs

A
c

ti
v

id
a

d
 C

a
s

p
a

s
a

-3
 (%

)

vacio

p19S

p19AS

ȕ-am                  NCS 

* 
* 

** 

B 



 RESULTADOS 

73 
 

día 3 post-tratamiento con el dañador, la línea celular con los niveles disminuidos de p19, 

resultó significativamente más sensible a la neocarzinostatina que la línea con niveles 

endógenos de la misma. 

En la línea celular con sobrexpresión de p19 (p19S) no fue posible observar 

diferencias entre las células dañadas o no dañadas con neocarzinostatina, tanto en ausencia 

como en presencia de zinc (figura 37C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para analizar en mayor profundidad los efectos a largo plazo y la relevancia 

fisiológica de p19 en la supervivencia celular, se realizaron ensayos clonogénicos 

empleando la línea celular SH-SY5Y estable para p19AS.  
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Figura 37. La ausencia de p19 afecta la 
viabilidad celular en presencia de NCS. La 
viabilidad celular fue evaluada en células SH-
SY5Y p19AS durante 4 días en presencia o no 
de ZnCl2 100 µM (A) y luego del tratamiento 
con neocarzinostatina 50 ng/ml (B) mediante 
análisis de MTT. (C) La viabilidad celular fue 
evaluada en células SH-SY5Y p19S durante 4 
días en presencia o ausencia de ZnCl2 100 µM 
y/o neocarzinostatina 50 ng/ml, mediante 
ensayos de MTT. Cada punto representa la 
media + D.E. de tres experimentos 
independientes por sextuplicado. NCS: 
neocarzinostatina. Test de Student: * p < 0,01; 
** p < 0,005.  
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Como se observa en la figura 38, las células tratadas con zinc y, por ende, con 

niveles disminuidos de p19, mostraron una capacidad reducida para formar colonias, 

aunque no significativa, en ausencia del dañador neocarzinostatina. En presencia de dosis 

bajas del genotóxico, la supervivencia de las células con niveles normales de p19 al 

momento de recibir el daño, fue significativamente mayor que aquellas que no expresaban 

p19, traducida en una mayor capacidad de formar colonias. En cambio, no se vieron 

diferencias en el número de colonias a altas dosis de neocarzinostatina. Estos resultados 

indican que los niveles de p19 influencian la sensibilidad de las células al daño doble 

cadena, e incluso, afectan su supervivencia aun en ausencia de daño. La presencia de p19 

parecería conferir resistencia a bajas dosis del dañador, aunque la misma no sería suficiente 

para impedir muerte celular en respuesta a un alto grado de daño genotóxico.    
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Figura 38. La supervivencia celular frente al daño con neocarzinostatina está influenciada por los niveles 
de p19. La viabilidad celular fue evaluada por ensayo clonogénico en células SH-SY5Y p19AS pre-tratadas o 
no con ZnCl2 y dañadas con diferentes dosis de neocarzinostatina. Luego de 10 días, las colonias resultantes 
fueron cuantificadas mediante el programa Clono-Counter. Los resultados están expresados como porcentaje 
del número de colonias con respecto a las células no tratadas, el cual fue establecido con el valor de 100. El 
valor 100% representa un promedio de 200 colonias cuantificadas La figura muestra la media + D.E. de tres 
experimentos independientes realizados por sextuplicado. El panel inferior muestra fotos de los pocillos 
representativos de cada tratamiento. Test de Student: * p < 0,05. 
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A partir de los resultados obtenidos en esta serie de experimentos podemos concluir 

que p19 conferiría una mayor resistencia al daño genotóxico en células neuronales. La 

sobreexpresión de p19 no sólo mejora la reparación del DNA y disminuye la apoptosis de 

células dañadas con ȕ-amiloide o neocarzinostatina, sino que también los niveles 

endógenos de esta proteína ejercen un efecto positivo sobre la supervivencia de células 

neuronales en presencia de injuria genotóxica.   

 

 

2.3 p19 se localiza en la cromatina 

 

El grado de accesibilidad a la cromatina es un factor determinante en el proceso de 

señalización del daño. La apertura de la cromatina por modificaciones en las histonas o por 

acción de remodeladores permite el acceso de las proteínas que disparan los eventos de 

reparación a los sitios donde ocurrió el daño, constituyendo un mecanismo más de 

regulación en el proceso de señalización y reparación (Downs and Cote, 2005; Zhu and 

Wani, 2010).    

Ensayos realizados en nuestro laboratorio y no publicados indican que p19 

interacciona in vitro con el DNA de manera inespecífica. Estudios de doble híbrido 

mostraron que p19 interacciona con proteínas como BRD7 ó geminina, las cuales 

comparten la característica de pertenecer a complejos remodeladores de la cromatina. 

También se vio que p19 podría tener un efecto sobre la accesibilidad a la cromatina 

durante el proceso de reparación, lo cual podría explicar por qué esta proteína posee la 

capacidad de aumentar la eficiencia de reparación de una célula frente a distintos tipos de 

daño. El hecho que p19 participe en mecanismos de reparación tan diversos implica que su 

función estaría relacionada con una respuesta primaria al daño, común a todos los 

genotóxicos ensayados. Todas estas observaciones nos llevan a proponer que p19 

desempeñaría su función en la cromatina.  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, estudiamos la distribución subcelular de 

p19 en células diferenciadas y dañadas con neocarzinostatina, mediante ensayos de 

fraccionamiento en los cuales se obtienen, en diferentes pasos, la fracción citoplasmática, 

nucleoplasma y cromatina (Mendez and Stillman, 2000). Como se ve en el western blot de 

la figura 39, la proteína p19 se distribuyó tanto en el citoplasma como en la cromatina en 
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ausencia de daño. Dado el papel propuesto, esperábamos un aumento de p19 en la fracción 

cromatínica luego de que las células fueran tratadas con el genotóxico. Sin embargo, luego 

de cuatro horas, no se observó un incremento de p19 en esta fracción. Tampoco se vio una 

disminución de sus niveles en el citoplasma. Del mismo modo, y tal como se describió 

anteriormente, no hubo inducción proteica en respuesta a neocarzinostatina en el extracto 

celular total. Para descartar la presencia de contaminaciones entre las diferentes fracciones 

celulares, se cuantificaron las bandas obtenidas en el western blot y se realizaron distintas 

relaciones entre los valores. Así, la relación entre el marcador nuclear H3 y el marcador 

citoplasmático GAPDH en el citoplasma indica contaminación de la fracción cromatínica. 

La relación inversa en la cromatina indica contaminación citoplasmática en esta fracción 

nuclear. Para confirmar entonces que la presencia de p19 en las determinadas fases no se 

debe a contaminaciones, comparamos las relaciones p19/GAPDH y H3/GAPDH en el 

citoplasma, y p19/H3 y GAPDH/H3 en la cromatina. Si la relación entre p19 y el marcador 

de cada fracción es mayor que la relación entre los marcadores, esto indicaría que 

efectivamente p19 está presente en esa fracción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el citoplasma obtuvimos los siguientes valores: p19/GAPDH: 0,85 (en 

ausencia de daño) y 0,86 (en presencia de NCS). H3/GAPDH: 0,29 (sin daño) y 0,22 (con 

NCS). p19 se encuentra mayoritariamente en el citoplasma y sus niveles no varían en 

respuesta a daño.  

Para la fracción cromatina los valores obtenidos fueron: p19/H3: 0,068 (sin NCS) y 

0,069 (con NCS). GAPDH/H3: 0,016 (sin NCS) y 0,027 (con NCS). Efectivamente, p19 se 

encuentra en la cromatina, y sus valores tampoco varían en presencia del genotóxico. 

p19 

GAPDH 

H3 

NCS        -         +         -        +          -          +          -        + 

E.T.                Cit.               Nuc.             Crom. 

Figura 39. p19 se encuentra en la cromatina. Células SH-SY5Y diferenciadas fueron tratadas o no con 
neocarzinostatina 50 ng/ml. Luego de 4 horas, las células fueron sujetas a fraccionamiento bioquímico 
subcelular. La expresión de p19, GAPDH (marcador citoplasmático) y H3 (marcador de cromatina) en las 
diferentes fracciones fue analizada mediante western blot. Las bandas obtenidas fueron cuantificadas 
mediante el programa ImageJ (NIH). La figura es representativa de tres ensayos independientes. E.T.: 
Extracto celular total; Cit.: Citoplasma; Nuc.: Nucleoplasma; Crom.: Cromatina; NCS: neocarzinostatina.  
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Si bien no se observó un aumento de p19 en la cromatina en presencia del 

genotóxico, es importante destacar que estos experimentos demuestran su interacción con 

esta estructura nuclear. Nos resta determinar la proporción de p19 fosforilada sobre la 

cromatina en condiciones basales y luego de la injuria genotóxica.  

Dado que la fosforilación de p19 es crucial para su función en reparación y 

apoptosis, (Marazita et al., manuscrito enviado a publicar), es probable que, luego del 

daño, p19 se encuentre mayoritariamente fosforilada sobre la cromatina y de este modo 

capacitada para ejercer su función. 

 

 

2.4 p19 como factor de supervivencia en neuronas de hipocampo 

 

2.4.1 p19 en inducida en células hipocampales en respuesta a genotóxicos 

 

Un objetivo central del trabajo de tesis consiste en evaluar el papel de p19 como 

factor de supervivencia frente a estímulos neurodegenerativos como el daño al DNA. Dado 

entonces el rol de p19 que demostramos anteriormente en líneas celulares neuronales, y 

con el objeto de profundizar aún más en su relevancia fisiológica, decidimos estudiar la 

importancia de esta proteína en la supervivencia y la viabilidad celular en cultivos 

primarios hipocampales.  

En primer lugar, establecimos cultivos primarios de hipocampo y corteza de 

cerebro a partir de embriones de rata en estadios E18-E19 de gestación (figura 40). Estas 

células expresaron marcadores neuronales de diferenciación como la proteína MAP-2. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 40. Cultivos primarios 
hipocampales y corticales de 
rata. Se tomaron fotos de cultivos 
neuronales hipocampales (A) y de 
corteza (C) a los 3 días luego de 
la extracción (amplificación 
400X). Se realizaron además 
inmunomarcaciones con un 
anticuerpo específico para el 
marcador neuronal de 
diferenciación MAP-2 (tinción 
verde, amplificación 1000X) en 
células hipocampales (B) y 
corticales (D). El núcleo celular 
fue teñido con DAPI (azul). 
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Analizamos luego la expresión de p19 en estos cultivos en presencia de genotóxicos 

como la camptotecina y la neocarzinostatina, dañadores de doble cadena, y el péptido ȕ-

amiloide, el cual genera daño oxidativo. Como se ve en la figura 41, tanto en neuronas 

hipocampales (41A) como corticales (41B), hubo inducción del mRNA de p19 en 

respuesta a los diferentes genotóxicos.  También se vio un aumento en los niveles proteicos 

de p19, en función del tiempo, en presencia de camptotecina (figura 42A). En cambio, y 

como se describió en la primera parte de esta tesis, no hubo variaciones de la proteína p19 

frente al daño con ȕ-amiloide o neocarzinostatina (figura 42B). Como control de daño, se 

analizó la fosforilación de la histona HβAX (ȖHβAX), marcador de daño doble cadena, y 

se vio que hubo aumento de la especia fosforilada en presencia de camptotecina y de 

neocarzinostatina, pero no con ȕ-amiloide. La expresión tanto del mRNA (figura 41) como 

de la proteína CDK5 (figura 42) no fue modificada en respuesta a los genotóxicos. En 

cambio, se vio inducción del mRNA de p35 en presencia de camptotecina (41A). A 

diferencia de lo observado en las células SH-SY5Y, la expresión de p35 no fue modificada 

en respuesta a ȕ-amiloide o neocarzinostatina en los cultivos neuronales (41B).  

Podemos decir entonces que el comportamiento de p19 frente al daño en cultivos 

primarios, es similar al observado en líneas celulares neuronales. Es decir, existe una 

inducción del gen en presencia de genotóxicos, pero muy poca variación en sus niveles 

proteicos. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                             
 

Figura 41. Expresión de p19 en cultivos primarios neuronales en presencia de daño. (A) Cultivos 
primarios hipocampales de rata fueron tratados con camptotecina 1µM durante los tiempos indicados. (B) 
Cultivos primarios corticales de rata fueron tratados con neocarzinostatina 100 ng/ml o ȕ-amiliode 10 µM 
durante 4 horas. En ambos casos, (A) y (B), se analizó la expresión de los mRNAs de p19 y de los genes que 
se indican en las figuras mediante northern blot. La figura es representativa de dos ensayos independientes. 
CPT: camptotecina; ȕ-am: ȕ-amiloide; NCS: neocarzinostatina;ȕ-tub: ȕ-tubulina. 
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2.4.2 p19 está asociado a una mayor eficiencia de reparación y una menor actividad de 

caspasa-3 en neuronas hipocampales 

 
Anteriormente vimos que, en líneas celulares neuronales, la presencia de p19 

disminuyó la apoptosis al mismo tiempo que mejoró la reparación del DNA en respuesta a 

neurotóxicos como el péptido ȕ-amiloide o la neocarzinostatina. Nos preguntamos 

entonces si, en neuronas hipocampales, la ausencia de p19 afectaba de algún modo la 

capacidad celular de reparación del DNA y la actividad de caspasa-3 en respuesta al 

tratamiento con estos genotóxicos.  

Evaluamos, en primer lugar, la eficiencia de un oligonucleótido antisentido para 

reducir la expresión de p19. Vimos que el tratamiento con el mismo resultó efectivo para 

reducir los niveles tanto del mensajero de p19 (figura 43A) como de la proteína (figura 

43B) en aproximadamente un 50%. La relación Fugene:oligonucleótido 10:4 fue la elegida 

para continuar con los ensayos de reparación del DNA y actividad de caspasa-3. 

 

 

 

 

 

Figura 42. Niveles proteicos de p19 en cultivos primarios neuronales en presencia de daño. (A) Cultivos 
primarios hipocampales de rata fueron tratados con camptotecina 1µM durante los tiempos indicados. (B) 
Cultivos primarios corticales de rata fueron tratados con neocarzinostatina 100 ng/ml o ȕ-amiliode 10 µM 
durante 4 horas. En ambos casos, (A) y (B), se prepararon extractos celulares y se analizaron los niveles 
proteicos de p19 y de las proteínas que se indican mediante western blot, utilizando anticuerpos específicos.  

La figura es representativa de dos ensayos independientes. CPT: camptotecina; ȕ-am: ȕ-amiloide; NCS: 
neocarzinostatina. 
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Para evaluar la capacidad neuronal de reparación del DNA, llevamos a cabo 

ensayos de síntesis de DNA no programada (UDS, Unscheduled DNA Synthesis). Como se 

ve en la figura 44, luego de 1β horas de daño con el péptido ȕ-amiloide (44A) o con 

neocarzinostatina (44B), se registró una elevada capacidad de reparación del DNA en 

aquellas neuronas con niveles endógenos normales de p19. En cambio, las neuronas 

deficientes para p19 presentaron una incorporación de 3H-timidina significativamente 

menor luego del daño, indicando que existe en estas células una reparación del DNA 

menos eficiente. 

 

 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 

 

Figura 44. p19 es necesaria para una eficiente reparación del DNA en cultivos primarios hipocampales.  
Cultivos de neuronas hipocampales fueron transfectados con un oligonucleótido ASp19 o AS Control 
(relación Fugene:DNA 10:4). Luego de 24 horas las células fueron dañadas con (A) ȕ-amiloide 10 µM o (B) 
neocarzinostatina 2 ng/ml e incubadas con 3H-timidina. Inmediatamente y 12 horas después, se cuantificó la 
incorporación de timidina en los lisados celulares (UDS). Los valores se expresan como DPM incorporadas 
por µg de proteína. Las barras representan las medias + D.E. de tres experimentos independientes realizados 
por triplicado. NCS: neocarzinostatina. Test de Student: * p < 0,05 

Figura 43. Disminución de la expresión de p19 en 
cultivos primarios hipocampales mediante un 
oligonucleótido antisentido para p19. Cultivos 
primarios hipocampales de rata fueron transfectados 
con dos relaciones Fugene:oligonucleótido ASp19, 5:2 
o 10:4, o con la relación Fugene:oligonucleótido AS 
control 10:4  Luego de 24 horas se cosecharon las 
células y se analizó la expresión del mRNA de p19 y 
de ȕ-tubulina mediante northern blot (A) y de la 
proteína de p19 y ȕ-actina mediante western blot (B). 
Las bandas obtenidas fueron cuantificadas con el 
programa ImageJ (NIH). La relación 10:4 fue la 
elegida para ser utilizada en ensayos posteriores. La 
figura es representativa de dos ensayos independientes. 
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 Analizamos también el nivel de daño que presentaban las neuronas hipocampales 

en ausencia de p19. Para ello, analizamos los niveles de la especie fosforilada de H2AX, 

ȖHβAX, ampliamente utilizada como marcador de daño doble cadena (Kuo and Yang, 

2008), en presencia de camptotecina y en presencia o en ausencia del oligonucleótido 

antisentido para p19. Como se observa en el western blot de la figura 45A, los niveles 

basales de ȖHβAX fueron elevados, tanto en ausencia como en presencia de p19. El 

tratamiento con camptotecina produjo un aumento del marcador de daño en las neuronas 

transfectadas previamente con el ASp19, mientras que los niveles de la histona fosforilada 

permanecieron constantes o incluso disminuyeron en presencia de p19 endógena. El 

tratamiento con el oligonucleótido ASp19 fue efectivo en bloquear la inducción de la 

proteína p19 en respuesta al genotóxico (figura 45B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Podemos decir entonces que la presencia de p19 confiere a las neuronas del 

hipocampo una mayor capacidad de reparación del DNA. 
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A Figura 45. En ausencia de p19 
existe una mayor persistencia de 
daño al DNA. Cultivos de 
neuronas hipocampales fueron 
transfectados con un 
oligonucleótido ASp19 o AS 
Control. Luego de 24 horas las 
células fueron dañadas con 
camptotecina 1 µM durante los 
tiempos indicados en las figuras. 
Se prepararon extractos y se 
analizó la expresión de ȖHβAX (A) 
o de p19 (B) mediante western blot 
En ambos casos, la proteína ȕ-
actina fue utilizada como control 
de carga. Las bandas obtenidas 
fueron cuantificadas utilizando el 
programa ImageJ (NIH). Los 
valores de la relación 
ȖHβAX/actina o p19/actina fueron 
relativizados al control sin daño. 
La figura es representativa de dos 
ensayos independientes CPT: 
camptotecina; U.R.: Unidades 
Relativas. 
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A continuación analizamos la actividad de caspasa-3 como indicador de apoptosis 

en presencia del péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina. Como se muestra en la figura 46, 

en ausencia de p19 se vio un incremento significativo en la actividad de caspasa-3, y por 

ende, un mayor nivel de apoptosis en respuesta al tratamiento por 24 horas con ambos 

genotóxicos. Incluso parecería haber una tendencia a una mayor muerte celular, 

representada por una mayor actividad en la enzima caspasa-3, en aquellas neuronas 

tratadas previamente con ASp19 pero que no habían recibido el tratamiento con los 

dañadores. Estos resultados indican que p19 es capaz de conferir una mayor resistencia a la 

apoptosis neuronal inducida por el estrés genotóxico en neuronas hipocampales.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.3 p19 está involucrado en la supervivencia de neuronas hipocampales en respuesta a 

la injuria genotóxica 

 

Finalmente, para estudiar la relevancia biológica y funcional de p19 en la respuesta 

neuronal frente a la injuria genotóxica, analizamos la supervivencia celular en los cultivos 

primarios hipocampales mediante el ensayo de MTT, tal como fue descripto anteriormente. 

En este ensayo evaluamos la viabilidad celular durante varios días luego del tratamiento 

Figura 46. La ausencia de p19 induce mayor muerte celular en cultivos neuronales. Cultivos primarios 
hipocampales fueron transfectados con un oligonucleótido ASp19 o control (AS Control). A las 24 horas las 
células fueron dañadas con ȕ-amiloide 10 µM o neocarzinostatina 50 ng/ml. Inmediatemante o luego de 24 
horas de tratamiento, se prepararon extractos proteicos y se midió la actividad de la enzima casapasa-3. Los 
resultados se expresan como porcentaje de actividad, y los valores están relativizados a las muestras 
transfectadas con el AS Control y obtenidas a las 0 hs. Las barras representan las medias + D.E. de dos 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. ȕ-am: ȕ-amiloide; NCS: neocarzinostatina. Test de 
Student: * p < 0,025; ** p < 0,05 
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con el péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina, de neuronas hipocampales con niveles 

normales o disminuidos de p19. Para reducir la expresión de la proteína, tratamos a las 

células con ASp19, veinticuatro horas antes del tratamiento con el genotóxico, para 

asegurar la ausencia de la INK4 al momento de agregar el daño. Durante los días que duró 

el ensayo, no se realizaron refuerzos de transfección del ASp19 para mantener el 

silenciamiento el gen, ya que consideramos que de existir un efecto de p19 sobre la 

supervivencia celular, éste estaría dado por la capacidad de reparación del daño en las 

primeras horas de generado, momento en el cual esta proteína cumpliría su función. 

Analizamos entonces la capacidad de las neuronas de sobrevivir luego del daño 

(figura 47). Vimos que en condiciones basales, es decir, en ausencia de daño (día 0 del 

ensayo), y luego de veinticuatro horas de pre-tratamiento con el ASp19, estas neuronas 

presentaban una menor supervivencia (80%), comparadas con las neuronas pre-tratadas 

con un oligo control (100%). El tratamiento con ȕ-amiloide (figura 47A) afectó 

significativamente, y en mayor medida, la viabilidad celular de las neuronas que tenían 

silenciada la expresión de p19 al momento de recibir el daño. Esto está indicado por la 

mayor pendiente negativa, a partir del día 2, de la curva correspondiente al tratamiento con 

ASp19, en comparación con la curva control. El tratamiento con neocarzinostatina (figura 

47B), en cambio, afectó de igual forma la supervivencia neuronal en ambas condiciones de 

transfección. Se observaron diferencias significativas en los días 1 y 2 del ensayo, con una 

mayor viabilidad de las neuronas transfectadas con AS control, aunque las pendientes 

resultaron ser similares entre las curvas. La presencia de p19 no logró rescatar a las 

neuronas de la muerte celular, al menos a la concentración utilizada del genotóxico.  

A partir de los resultados obtenidos en presencia del péptido ȕ-amiloide, podemos 

describir un efecto protector de p19 sobre la viabilidad neuronal post daño, observando que 

los niveles endógenos de esta proteína ejercen un efecto positivo sobre la supervivencia.  
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De esta forma, y en base a los resultados obtenidos en esta segunda parte, 

podríamos hablar de un papel neuroprotector de p19, no sólo en cuanto al mejoramiento de 

la reparación del DNA frente al daño, sino también en cuanto a la resistencia y a la 

supervivencia de las neuronas frente a la injuria genotóxica causante de la 

neurodegeneración.    

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 47. La supervivencia neuronal disminuye en ausencia de p19. Cultivos primarios hipocampales 
fueron transfectados con ASp19 o AS Control. A las β4 horas las células fueron dañadas con ȕ-amiloide 10 
µM (A) o neocarzinostatina 50 ng/ml (B) e incubadas durante los días que se indican en el gráfico. A cada día 
se tomaron muestras y se analizó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. La supervivencia celular se 
expresa como porcentaje, siendo el 100% de supervivencia aquella presentada por el cultivo con AS Control, 
24 horas luego de la transfección y sin tratamiento con los genotóxicos. Todos los valores obtenidos fueron 
relativizados a este control. Cada punto representa el promedio + D.E. de tres experimentos independientes 
realizados por sextuplicado. NCS: Neocarzinostatina. Test de Student: * p < 0,005; ** p < 0,01; *** p < 0,025 
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TERCERA PARTE  

 

Modulación de los niveles de p19 en el hipocampo de ratón y daño al DNA 

 

El hipocampo es un área del cerebro de los mamíferos, perteneciente al sistema 

límbico, que desempeña un papel importante en la consolidación de la información entre lo 

que se conoce como memoria de corto término a memoria a largo término. Es por eso que 

está asociada a la formación de nuevos recuerdos, a diferencia de la corteza cerebral donde 

se almacena la memoria de largo plazo (Kitamura et al., 2009). También está relacionado 

con la detección de acontecimientos, lugares, estímulos novedosos y con la navegación 

espacial. En la enfermedad de Alzheimer el hipocampo es una de las primeras regiones del 

cerebro en sufrir daño (Nagahara et al., 2009). Los problemas de memoria y desorientación 

aparecen entre los primeros síntomas. Es por ello que asignamos a esta área especial 

importancia en la identificación de factores que protejan de la neurodegeneración. 

En la sección anterior de esta tesis demostramos que p19 cumple un papel de 

molécula que contribuye a la supervivencia neuronal y por lo tanto, frente a la injuria, 

resguarda la funcionalidad de las células neuronales. Esta tercera y última parte de la tesis 

tuvo como objetivo estudiar, in vivo, los potenciales efectos de protección de p19 en el 

hipocampo del ratón.  

 

 

3.1 Estrategia utilizada 

 

Para cumplir con el objetivo propuesto, disminuimos la expresión de p19 en el 

hipocampo mediante la inyección intracraneal por estereotaxia de un oligodeoxinucleótido 

antisentido específico para p19 (ASp19) o del correspondiente oligodeoxinucleótido 

inespecífico scrambled (ASp19Scr). Dieciséis horas después, también por estereotaxis, 

inyectamos el genotóxico neocarzinostatina y evaluamos, unas horas más tarde, la 

presencia y la cantidad de focos de daño en cortes coronales de cerebro mediante 

inmunofluorescencia del marcador ȖHβAX. 
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3.2 Área afectada por la inyección del oligonucleótido por estereotaxis  

  

 En primer lugar, quisimos ver el área que abarcaba en el hipocampo del ratón la 

inyección del oligonucleótido. Las cánulas fueron implantadas en forma bilateral en el 

hipocampo dorsal utilizando las coordenadas Anterior −1,9 mm, Lateral ± 1,2 mm, Ventral 

1,2 mm según el atlas de Franklin y Paxinos (Franklin and Paxinos, 2001). Nuestra 

intención al inyectar utilizando estas coordenadas era alcanzar el área CA1 del hipocampo 

(figura 48).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para analizar la región que alcanzan y sobre la que se extienden los compuestos 

inyectados se administró un oligodeoxinucleótido inespecífico fluoresceinado y se analizó, 

veinticuatro horas luego de la inyección, su distribución en cortes coronales de la zona 

Figura 48. Área CA1 del hipocampo. Las figuras, adquiridas del atlas de Franklin y Paxinos (2001), 
muestran diagramas del corte sagital (A), horizontal (B) y coronal (C), los cuales corresponden a las 
coordenadas utilizadas para implantar las cánulas. También se muestra la tinción de Nissl (D) 
correspondiente al corte coronal. En cada una de las figuras, en uno de los hemisferios, se indican con 
cuadrados de borde negro el hipocampo y dentro del mismo, con cuadrados de borde rojo, la zona CA1.   
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canulada del cerebro del ratón. Como se observa en la figura 49, el oligonucleótido 

fluoresceinado se distribuyó en la zona CA1 del hipocampo, confirmando así el área 

mínima de alcance del oligonucleótido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
3.3 Efectividad del oligonucleótido antisentido específico para p19 

 

En segundo lugar, diseñamos los oligonucleótidos ASp19 y ASp19Scr y 

estudiamos la eficiencia de los mismos en células neuronales de ratón Neuro-2a. Como se 

ve en la figura 50A, el oligonucleótido ASp19 fue efectivo en disminuir la expresión del 

mRNA de p19, tanto la basal como la inducida en respuesta a neocarzinostatina, y en las 

dos concentraciones utilizadas del AS. La presencia del ASp19Scr no afectó los niveles del 

mensajero de p19. En cuanto a la proteína p19, vimos que el oligonucleótido ASp19 fue 

efectivo en disminuir la expresión en presencia del genotóxico (figura 50B). En cambio, 

no observamos el mismo efecto en los niveles basales de p19. De todas formas, 

determinamos que los oligodeoxinucleótidos diseñados resultaron efectivos y aptos para 

llevar a cabo los ensayos in vivo en el hipocampo del ratón.  

Posteriormente analizamos la eficiencia del oligonucleótido en disminuir la 

expresión de p19 en el hipocampo del ratón. Para ello, inyectamos ASp19 o ASp19Scr y 

analizamos la expresión de p19 en extractos proteicos de hipocampo. Como se observa en 

la figura 50C, el oligonucleótido resultó efectivo en disminuir la expresión de p19 

dieciséis horas luego de la inyección. No fue posible determinar la expresión de p19 en 

Figura 49. La inyección del 
oligonucleótido alcanza la zona 
CA1 del hipocampo. Un ratón 
C57BL/6 canulado fue inyectado 
con 0,5 µl de un oligonucleótido 
fluoresceinado 1 mM en el 
hipocampo izquierdo o con el 
mismo volumen de solución salina 
en el derecho. A las 24 horas se 
fijó el tejido, se realizaron cortes 
coronales y se tiñeron con DAPI 
(tinción azul). Posteriormente se 
analizó la distribución del 
oligonucleótido (tinción verde) 
mediante microscopia de 
fluorescencia. Amplificación 40X. 
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cortes de cerebro debido a la baja funcionalidad, en inmunofluorescencia, de los 

anticuerpos específicos contra esta proteína. 

                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.4 Concentración y tiempo óptimos de tratamiento con neocarzinostatina 

 

A continuación determinamos la concentración del genotóxico neocarzinostatina a 

utilizar en los ensayos in vivo, y el tiempo óptimo posterior al daño para analizar y 

contabilizar los foci de ȖHβAX en el hipocampo del ratón. Los ratones canulados fueron 

inyectados con solución salina o con dosis crecientes de neocarzinostatina, según se 

muestra en el esquema de la figura 51A. A diferentes tiempos luego de la inyección, los 

Figura 50. El oligonucleótido ASp19 resulta efectivo en disminuir la expresión de p19. Células Neuro-2a 
fueron transfectadas con dos concentraciones de los oligonucleótidos ASp19 o ASp19Scr: 0,2 y 1 µM. Luego 
de 8 horas se realizó un nuevo agregado de ambos oligonucleótidos. Veinticuatro horas luego de la 
transfección, las células fueron tratadas o no con neocarzinostatina 50 ng/ml. A las 8 horas se recolectaron las 
muestras y se analizó la expresión del mRNA de p19 y ȕ-tubulina mediante northern blot (A) y la expresión 
de la proteína p19 y ȕ-actina mediante western blot (B). (C) Ratones C57BL/6 canulados fueron inyectados 
con 0,5 µl de solución salina o ASp19Scr 1 mM o ASp19 1mM. A las 16 horas los hipocampos fueron 
extraídos y se prepararon extractos proteicos a partir de los cuales se analizó la expresión de p19 por western 
blot. La flecha indica la banda superior, correspondiente a p19. Las bandas obtenidas fueron cuantificadas 
utilizando el programa ImageJ (NIH). Los valores de la relación p19/tubulina o p19/actina fueron 
relativizados a los respectivos controles sin tratamiento. La figura es representativa de dos ensayos 
independientes. Scr: ASp19Scr; NCS: neocarzinostatina; Sol. sal.: Solución salina; HI: hipocampo izquierdo; 
HD: hipocampo derecho; U.R.: Unidades Relativas. 

C 

Sol. sal.      Scr    ASp19 

p19 

ȕ-actina 

HI      HD     HI       HD 

p19/act.    1,0     1,3       1,0      0,65 
  (U.R.) 

A 

p19/tub.     1,0     1,0   0,9    0,4   0,4  1,7   1,8    1,6    0,4   0,5 
 (U.R.) 
 

Scr          ASp19                 Scr        ASp19 

NCS 

p19 

ȕ-tubulina 

   -      0,2     1       0,2     1     -      0,2     1     0,2    1    µM 

B 

p19/act.    1,0    1,1   1,2    1,1   1,1     1,0   0,8   1,1   1,2    0,9    1,0    0,5   0,7     
 (U.R.) 
 

NCS 
   Scr     ASp19     NCS              Scr                     Scr        ASp19   

 

p19 

ȕ-actina 

 -      1      0,2     1       -         -     0,2    1       -      0,2     1     0,2    1     µM     
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cerebros fueron fijados y se analizó en la zona CA1 del hipocampo la presencia de ȖHβAX 

mediante inmunofluorescencia. Vimos que a mayor concentración del genotóxico existía 

una mayor cantidad de células positivas para ȖHβAX en los tiempos analizados (figura 

51B). Elegimos la concentración de 25 ng/ml (figura 51C) por encontrar, en esta 

concentración, un nivel de daño intermedio, y así poder observar, en caso de que 

existieran, diferencias entre la presencia o ausencia de p19 en lo que respecta al marcador 

de daño. También elegimos el tiempo de 24 horas, intermedio entre 8 y 48 horas, para 

llevar a cabo los siguientes experimentos. Es importante destacar que a las 96 horas luego 

de la inyección del genotóxico, el nivel de daño observado había disminuido 

considerablemente debido quizás a la reparación o a la muerte de las neuronas afectadas. 
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3.5 La ausencia de p19 induce mayor daño en hipocampo 

 

 Para estudiar finalmente si la disminución de los niveles de p19 en el área CA1 del 

hipocampo de ratón sometida a la acción de neocarzinostatina, tendría incidencia sobre la 

presencia o cantidad de daño en esa zona, pre-inyectamos tres ratones canulados con el 

oligonucleótido ASp19 o ASp19Scr y posteriormente les administramos el genotóxico o 

solución salina, según el esquema de la figura 52A. Analizamos y contabilizamos, 

veinticuatro horas después, la cantidad de células marcadas con ȖHβAX en su núcleo. 

Como se ve en el gráfico de la figura 52B, en ausencia de daño en el ratón 1, obtuvimos 

como nivel basal de ȖHβAX, un promedio de 9% de células positivas. La disminución en 

la expresión de p19 no estaría afectando entonces el nivel basal de ȖHβAX. En presencia 

del genotóxico y en ausencia de p19 se observó una tendencia hacia un mayor porcentaje 

de células dañadas en ambos ratones analizados. Mientras que el promedio de porcentajes 

Figura 51. Neocarzinostatina induce daño en la zona CA1 del hipocampo.  (A) Esquema del protocolo de 
inyección. Los ratones canulados fueron inyectados con 0,5 µl de solución salina o de neocarzinostatina en 
las concentraciones indicadas. A diferentes tiempos se fijó el tejido y se realizaron cortes coronales. (B) y (C) 
Se analizó la especie ȖHβAX (tinción roja) mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo específico y se 
tiñeron los núcleos con DAPI (tinción azul). Las imágenes fueron obtenidas mediante microscopía de 
fluorescencia. Amplificación 100X (B) Fotos correspondientes a la curva de concentraciones de 
neocarzinostatina analizada a las 48 horas posteriores a la inyección. No se muestra la dosis 50 ng/ml, la cual 
arrojó resultados similares a la dosis 100 ng/ml. (C) Fotos correspondientes a la curva de tiempo con 25 
ng/ml del genotóxico. Las fotos son representativas de 4 cortes analizados correspondientes a la zona de la 
cánula en cada condición. H.D.: hipocampo derecho; H.I.: hipocampo izquierdo. 

C 

Solución salina                           8 horas                              48 horas                                96 horas 
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de células dañadas en la zona CA1 del hipocampo en presencia del ASp19Scr fue de 27% 

para el ratón 2A y del 37% para el ratón 2B, estos valores se incrementaron a 50% y 49,7% 

en los ratones 2A y 2B respectivamente, en condiciones de disminución de la expresión de 

p19. El promedio de los dos ratones mostró diferencias significativas entre los tratamientos 

(figura 52C). En la figura 53 se muestran fotos representativas de cada condición.   
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Figura 52. Mayor daño en el hipocampo en ausencia de p19. (A) Esquema del protocolo de inyección. Los 
ratones canulados fueron inyectados con 0,5 µl de ASp19Scr o ASp19 en el hipocampo izquierdo (H.I.) o 
derecho (H.D.) respectivamente. Luego de 16 horas los ratones fueron inyectados con 0,5 µl de solución 
salina o neocarzinostatina 25 ng/ml en ambos hipocampos según se indica. A las 24 horas se fijó el tejido y se 
realizaron cortes coronales. Se analizó la presencia de ȖHβAX mediante inmunofluorescencia. (B) Cada punto 
indica el porcentaje de células positivas para ȖHβAX con respecto al número total de células analizadas en 
cada uno de los cortes. La barra indica el porcentaje promedio de células dañadas en los hipocampos. Para el 
ratón 1 se analizaron 4 cortes; para el ratón 2A H.I. se analizaron 8 cortes; para el 2A H.D. 9 cortes; para el 
2B H.I. 5 cortes; para el 2B H.D. 7 cortes. El promedio de células analizadas fue de 1065 en una superficie de 
204000 µm2 en el área CA1. (C) Las barras indican el valor medio + D.E. (n=2). * Se aplicó el Wilcoxon rank 
sun test, dando una distribución significativamente diferente con p < 0,0046 



 RESULTADOS 

92 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados, aunque preliminares y obtenidos con un muy bajo número de 

réplicas, son sumamente alentadores. Los mismos dan pie para evaluar, en un futuro, si la 

protección que ejerce p19 frente a la injuria neurotóxica en las neuronas de hipocampo, 

tiene incidencia sobre la conservación de las capacidades cognitivas y emotivas que 

residen en esa zona del cerebro. 

De esta forma, y en base al conjunto de resultados obtenidos, podemos hablar de 

p19 como un posible target fisiológico para el control de la neurodegeneración, al menos 

aquella originada en procesos de inestabilidad genómica.  

ASp19Scr                               ASp19 

Ratón 1 (solución salina) 

ASp19Scr                               ASp19                              ASp19Scr                             ASp19 

Ratón 2A (NCS)                                                             Ratón 2B (NCS) C 

Figura 53. Mayor daño en el hipocampo en 
ausencia de p19. La figura muestra imágenes 
representativas de cada una de las condiciones 
indicadas en el experimento de la figura 52. 
Los cortes coronales de la zona de la cánula 
fueron marcados con un anticuerpo específico 
para ȖHβAX (rojo) y los núcleos de las 
neuronas fueron marcados con DAPI (azul). 
Amplificación 100X.  
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La respuesta al daño al DNA en el sistema nervioso está relacionada con la 

dinámica del desarrollo en este sistema. Hay una importante distinción entre el sistema 

nervioso en desarrollo y el sistema nervioso maduro. Mientras que el sistema nervioso en 

desarrollo es altamente susceptible a la apoptosis inducida por daño al DNA, las 

consecuencias de la genotoxicidad en el sistema nervioso maduro son menos claras (Lee 

and McKinnon, 2007). El genoma nuclear y mitocondrial de células post-mitóticas del 

cerebro son blancos particularmente vulnerables al daño. Las consecuencias del mismo 

podrían ser especialmente deletéreas en las neuronas, ya que estas células no son 

regeneradas normalmente por proliferación. Estudios recientes en pacientes con 

Alzheimer, Parkinson, esclerosis amiotrófica lateral, ataxia de Friedreich, xeroderma 

pigmentosa (XP) y Huntington, sugieren que el estrés oxidativo y el daño al DNA neuronal 

son características comunes en estas enfermedades (Kraemer et al., 2007; Trushina and 

McMurray, 2007). Niveles elevados de daño oxidativo en el DNA y posibles defectos en la 

reparación también parecerían estar presentes en pacientes con derrame cerebral. De todas 

formas, los mecanismos exactos por los cuales el daño oxidativo causa muerte neuronal y 

neurodegeneración no han sido totalmente esclarecidos (Bohr et al., 2005). 

Las dramáticas consecuencias de la neurodegeneración enfatizan la importancia de 

mecanismos que promueven la supervivencia y plasticidad neuronal. Por lo tanto, la 

identificación de los factores implicados en la regulación de la homeostasis y 

supervivencia neuronal es imprescindible para comprender el desarrollo y establecimiento 

de las enfermedades neurodegenerativas y para el diseño de una terapia racional para su 

tratamiento. En este contexto y teniendo en cuenta los antecedentes que muestra a p19 

como integrante de los mecanismos de mantenimiento de la integridad genómica, 

proponemos que, además de su rol en la inhibición del ciclo celular, p19 funcionaría como 

un factor de protección y de supervivencia en las células neuronales frente a la injuria 

neurodegenerativa. 

El presente trabajo entonces, tuvo como objetivo principal evaluar el papel de 

p19INK4d como factor de supervivencia neuronal en respuesta a la apoptosis inducida por 

daño al DNA. 
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p19: un factor de supervivencia neuronal  

 

En la primera parte de este trabajo determinamos que la expresión del mensajero de 

p19 se induce y que la proteína se fosforila en respuesta a dos agentes altamente 

neurotóxicos, los cuales generan distintos tipos de daño y activan diferentes vías de 

reparación del DNA: el péptido ȕ-amiloide y la neocarzinostatina. Observamos también los 

mismos fenómenos, en cuanto al comportamiento de p19, en experimentos en los que 

elevamos artificialmente los niveles de calcio intracelular.  

El punto principal y el logro más significativo de este trabajo de tesis fue poder 

demostrar que p19, directa o indirectamente, actúa como un factor neuroprotector y de 

supervivencia neuronal. Varias evidencias experimentales nos permiten sostener esta 

afirmación. La presencia de p19 proporcionó una mayor capacidad de reparación del DNA 

y una menor muerte celular tanto en células SH-SY5Y diferenciadas como en cultivos 

primarios de neuronas hipocampales. Por otro lado, y tal como fue evaluado mediante 

ensayos de supervivencia celular, observamos que p19 influencia la sensibilidad neuronal a 

largo plazo y confiere resistencia al estrés neurotóxico. Por último, los ensayos in vivo 

llevados a cabo en el hipocampo del ratón, aunque preliminares, mostraron que, en 

ausencia de p19, existe un mayor porcentaje de células dañadas luego de la inyección del 

dañador doble cadena neocarzinostatina.  

 

 

¿Cómo se activa p19 para participar en la DDR?   

 

Inducción 

 

¿Cuál es el mecanismo por el cual p19 lleva a cabo su función? Ya demostramos 

que p19 se induce y se fosforila en respuesta a los genotóxicos. El factor de transcripción 

E2F1 está involucrado en la inducción de p19 en respuesta al daño al DNA por luz UV 

(Carcagno et al., manuscrito en preparación). El análisis del promotor de p19 mostró que 

posee dos sitios de unión a E2F funcionales, de los cuales el llamado E2FC tiene una 

mayor participación en la inducción por daño mediada por E2F. En presencia de luz UV o 

drogas quimioterapéuticas se produce un aumento de los niveles proteicos de E2F1, 
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producto de la estabilización de la proteína por la fosforilación mediada por la actividad 

quinasa de ATM/ATR (Lin et al., 2001; Stevens and La Thangue, 2004). Además de este 

incremento proteico se demostró que, en respuesta al daño al DNA, hay una inducción de 

este factor de transcripción a nivel de mensajero (Carcagno et al., 2009). Los experimentos 

realizados con oligonucleótidos decoy y genes reporteros demostraron que el factor de 

transcripción E2F1 participa en la inducción transcripcional de p19. Se han reportado 

numerosas evidencias que asocian la actividad de CDK5 con este factor de transcripción. 

Ha sido demostrado que uno de los efectos de la sobreactivación de CDK5 por su 

asociación a p25 es la fosforilación de la proteína Rb (Hamdane et al., 2005). La 

inactivación de Rb por fosforilación lleva a su disociación de los factores de transcripción 

E2F y a la consecuente transcripción de los genes que responden a estos factores (Greene 

et al., 2004). En los ensayos de inhibición de la actividad de CDK5 no observamos un 

bloqueo en la inducción de p19 en respuesta al péptido ȕ-amiloide, con lo cual, la 

activación de la capacidad transcripcional de E2F1 en estas condiciones no se debería, al 

menos en su totalidad, a la sobreactivación de CDK5. 

No sólo vimos que p19 se induce frente al estrés genotóxico, sino que también los 

niveles tanto del mensajero como de la proteína aumentan durante la diferenciación de 

células neuronales. Estas evidencias nos permiten sugerir que la alta expresión de p19 en el 

sistema nervioso estaría ligada no sólo a su función como arrestador del ciclo celular para 

el mantenimiento del estado postmitótico de las neuronas (Bruce et al., 2000; Zindy et al., 

1997b), sino también a su papel como factor neuroprotector frente al daño. En este sentido, 

ensayos realizados en nuestro laboratorio, y aún no publicados, muestran que el factor de 

transcripción Egr-1 induce un aumento en la expresión de p19. Ha sido reportado que la 

expresión de Egr-1 se incrementa durante la diferenciación neuronal por ácido trans-

retinoico (Lee and Kim, 2004). Estos resultados podrían explicar el nivel elevado de p19 

en células diferenciadas. Por otra parte, resultados obtenidos en nuestro laboratorio 

muestran que Egr-1 aumenta su expresión en presencia de diferentes genotóxicos (datos no 

publicados). En base a esto, y teniendo en cuenta la inducción de p19 por Egr-1, no 

podemos descartar la participación de este factor de transcripción en la inducción 

transcripcional de p19 en respuesta al daño genotóxico, además de la ya mencionada 

intervención de E2F1. 
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Un párrafo aparte merece el análisis de los resultados obtenidos en relación con la 

expresión de CDK5 y de su activador p35 en células SH-SY5Y sin diferenciar y 

diferenciadas, en ausencia y en presencia de daño. Observamos un aumento en los niveles 

de expresión de p35 en respuesta al péptido ȕ-amiloide, aunque no hubo diferencias en el 

mRNA de esta proteína entre las células diferenciadas y sin diferenciar. Ha sido reportado 

que el gen de p35 incrementa sus niveles de expresión durante el proceso de 

diferenciación, aunque este hecho no fue observado en nuestro sistema. Este aumento en la 

expresión durante la diferenciación estaría mediado por la vía de ERK 1/2 y el factor de 

transcripción Egr-1 (Harada et al., 2001; Lee and Kim, 2004). Como fue mencionado 

anteriormente, en nuestro laboratorio demostramos que Egr-1 aumenta su expresión en 

presencia de diferentes genotóxicos. Este hecho podría explicar entonces la mayor 

expresión de p35 observada tanto en células diferenciadas como en células sin diferenciar 

en respuesta al tratamiento con ȕ-amiloide.  

No observamos variaciones en los niveles del mRNA de CDK5 en ninguna 

condición, aunque está reportado que esta quinasa aumenta su expresión durante el proceso 

de diferenciación en células neuronales (Harada et al., 2001; Lee and Kim, 2004). 

 

 

Fosforilación 

 

En este trabajo demostramos que la fosforilación de p19 en respuesta a los 

genotóxicos ȕ-amiloide y neocarzinostatina es llevada a cabo por CDK5. La ausencia de 

fosforilación basal estaría indicando además que p19 no forma parte del conjunto de 

blancos naturales de la quinasa. 

Ha sido ampliamente demostrado y revisado el papel dual que cumple la quinasa 

CDK5, tanto en el desarrollo y supervivencia del sistema nervioso como en la 

neurodegeneración y en la apoptosis de las células neuronales (Hisanaga and Endo, 2010; 

Zhu et al., 2011). El aumento de calcio intracelular lleva a la activación de la proteasa 

dependiente de calcio, calpaína, la cual cliva y convierte al activador de CDK5, p35, en 

p25. Este hecho produce la desregulación de la actividad de la quinasa (Patrick et al., 

1999). Los agentes genotóxicos como el péptido ȕ-amiloide (Lopes et al., 2010) y la 

neocarzinostatina, o la excitotoxicidad, llevan a la sobreactivación de CDK5 mediante el 
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incremento de los niveles de calcio intracelular. Una de las consecuencias de la actividad 

desregulada de CDK5 es el mayor riesgo de daño al DNA, ya que esta quinasa hiperactiva 

fosforila e inhibe a proteínas como Prx2 o Ape1, las cuales participan en la eliminación de 

las ROS y en los mecanismos de reparación y respuesta al daño al DNA, respectivamente 

(Huang et al., 2010a; Zhu et al., 2011). 

La exposición de las neuronas a los genotóxicos ȕ-amiloide o neocarzinostatina 

lleva a la activación nociva de CDK5, pero al mismo tiempo conduce a la activación de 

p19. Ha sido demostrado recientemente que la fosforilación de p19 en la serina 76 (residuo 

fosforilable por CDK5) es crítica para la función que ejerce p19 en la reparación del DNA 

y apoptosis (Marazita et al., manuscrito enviado a publicar). Por otro lado, la activación de 

la calpaína en respuesta a ȕ-amiloide o neocarzinostatina lleva a la degradación proteica de 

p19, aunque la fosforilación por parte de CDK5 la protege de dicha degradación. La 

inducción del gen de p19 podría quizás colaborar para contrarrestar la degradación 

proteolítica de p19, y así mantener un equilibrio en sus niveles, de modo de establecer un 

nivel óptimo y compatible para que p19 cumpla su función. Por lo tanto, ambos fenómenos 

observados, inducción y fosforilación, resultan fundamentales para la acción que ejerce 

p19 como factor neuroprotector. 

Nuestra hipótesis propone la existencia de un loop de retroalimentación: la 

sobreactivación de CDK5 causada por ȕ-amiloide y neocarzinostatina, con efectos 

deletéreos sobre las neuronas, activa a su vez a una molécula, p19, que contrarrestará y 

controlará la toxicidad neurodegenerativa de esta sobreactivación. Estos mecanismos de 

“loop” han sido descriptos en otros procesos, siendo uno clásico la activación de p53 por 

E2F1, de modo de controlar, a través de la inducción de la apoptosis vía p53, su propia 

actividad proliferativa (Rogoff et al., 2002). 

 

 

En reparación y supervivencia 

 

 Hemos visto que la presencia de p19 mejora la capacidad celular de reparación del 

DNA, al mismo tiempo que disminuye la muerte neuronal en respuesta al tratamiento con 

el péptido ȕ-amiloide o neocarzinostatina. La participación de p19 en ambas respuestas, 

reparación del DNA y apoptosis, nos permite plantearnos el siguiente interrogante: ¿p19 
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actúa independientemente en uno u otro evento o la disminución en la muerte neuronal 

resulta como consecuencia de la participación de p19 en reparación? Si bien no tenemos 

elementos para responder esta pregunta en forma categórica, resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio indican que la reparación del DNA en respuesta al daño por irradiación 

UV sería el blanco principal de la acción de p19, y que la menor apoptosis devendría como 

consecuencia de dicha acción (Ceruti et al., 2005). De todas formas, no podemos descartar 

que p19 podría participar, ya sea directa o indirectamente, en ambos mecanismos. 

 

 

Controlando el exceso de calcio 

 

Forzando la hipótesis propuesta, el efecto protector de p19 podría incluir 

situaciones que, independientemente del daño al DNA, aumenten el nivel de calcio 

intracelular. Con respecto a esta afirmación, es interesante destacar los resultados 

obtenidos en cuanto a la inducción, fosforilación y consecuente activación de p19 en 

condiciones que incrementan los niveles de calcio intracelular. Se sabe que el desbalance 

de este ión en el citoplasma celular resulta citotóxico y puede conducir a la apoptosis de la 

célula afectada, la cual se produce por mecanismos que requieren la activación de las 

proteasas dependientes de calcio, calpaínas, las cuales promueven la activación de caspasas 

(Nakagawa and Yuan, 2000). La activación de p19 en este contexto podría contrarrestar 

este efecto pro-apoptótico del calcio. De esta forma, se ampliaría el papel de p19, no sólo 

en respuesta al daño al DNA, sino también a situaciones que promuevan un aumento 

deletéreo del calcio intracelular. De todos modos, no podemos descartar que la inducción 

y/o fosforilación de p19 observada en respuesta al ionóforo de calcio o al tratamiento con 

potasio se deba a un efecto indirecto del calcio, como ser la sobreactivación de CDK5 y la 

consecuente fosforilación aberrante de sustratos, como Prx2 o Ape1, que llevan a un 

aumento del daño en el DNA.   
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Mecanismo de acción 

 

 ¿Cuál es el mecanismo de acción de p19? Aunque demostramos que p19 

interacciona con la cromatina tanto en ausencia como en presencia de daño, estos 

resultados no nos permiten proponer un mecanismo completo de acción de p19. 

Recientemente, hemos obtenidos evidencias que indican que la remodelación de la 

cromatina que se produce en respuesta al daño al DNA es el evento que actúa como 

inductor del gen de p19, más que el daño en sí mismo. El tratamiento con agentes 

remodeladores de la cromatina, como ser la cloroquina, la tricostatina A (TSA) o el medio 

hipotónico llevaron a la inducción de p19 en ausencia de daño (Ogara et al., manuscrito 

enviado a publicar). Por otro lado, experimentos realizados para medir reparación del DNA 

in vitro mostraron que un extracto preparado a partir de células con sobreexpresión de p19 

fue capaz de reparar un DNA cromatinizado dañado más eficientemente que un extracto 

celular con expresión reducida de la INK4d. Sin embargo, ambos extractos celulares 

repararon con la misma eficiencia un DNA desnudo (datos no pubicados). Esta serie de 

evidencias junto con los resultados que muestran a p19 localizada en la cromatina, nos 

permiten sugerir que p19 podría actuar como un factor de accesibilidad a la cromatina en 

respuesta al daño al DNA.  

 

 

p19 funciona in vivo 

 

Por último, los resultados obtenidos en los experimentos en los cuales se dañó una 

parte del hipocampo in vivo en ratones con niveles normales o deficientes de p19 otorgan 

un apoyo fáctico muy importante a la hipótesis principal que ha tratado de ser contrastada 

en esta tesis. Observamos que el daño al DNA, producido por la inyección de 

neocarzinostatina realizada mediante estereotaxis, es aproximadamente un 40% mayor en 

células con niveles disminuidos de p19. Este efecto se ha observado principalmente en la 

zona CA1 del hipocampo dado que hacia ese sitio fue dirigida la inyección tanto del 

genotóxico como del oligonucleótido antisentido.  

Los resultados obtenidos en estos experimentos demuestran, por primera vez, que la 

disminución de los niveles de p19 conspira contra la integridad del DNA ante una injuria 
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genotóxica en un mamífero in vivo. Si bien el grado de daño al DNA, determinado por la 

fosforilación de la H2AX, fue elevado llegando, en el área estudiada y según los 

tratamientos, al 25 y 50% de las células aproximadamente, no podemos saber en cuántas de 

estas células se dispara la apoptosis o senescencia. Estos datos sobre las células apoptóticas 

y senescentes en respuesta a la acción del genotóxico nos darían una mayor aproximación 

al grado de protección a la muerte celular en las células con niveles normales de p19 

respecto a la que tienen niveles disminuidos. Estos experimentos están en marcha en 

nuestro laboratorio.  

Esta protección contra el daño al DNA o su mayor reparación es especialmente 

importante durante el desarrollo del cerebro durante el cual las células progenitoras se 

expanden y diferencian para generar el sistema nervioso. Así, durante este período de 

rápida proliferación, la reparación del DNA es una prioridad celular. Destacamos, como 

fue señalado en la introducción, que la proteína p19 tiene una expresión temprana en el 

sistema nervioso y que se mantiene durante todo el desarrollo y el resto de la vida de un 

mamífero (McKinnon, 2009; Okouchi et al., 2007). 

Por otro lado, el hipocampo es también un sitio de generación de nuevas neuronas 

es decir donde se produce neurogénesis en el organismo adulto. El giro dentado del 

hipocampo, junto con la zona subventricular y el ventrículo lateral son regiones del cerebro 

donde hay proliferación de progenitores neurales. Aunque no está todavía claro el proceso 

de integración de estas nuevas neuronas en el cerebro adulto, hay muchas evidencias de 

que de este proceso de neurogénesis es funcionalmente muy importante. Este punto 

remarca la importancia del mantenimiento de una capacidad de reparación adecuada en el 

sistema nervioso durante toda la vida del organismo (Deng et al., 2010; Lee and Silva, 

2009). 

El hipocampo pertenece al sistema límbico. Este es un conjunto de regiones del 

cerebro involucradas en el aprendizaje, establecimiento de memorias y reacciones 

emotivas e incluye, además del hipocampo, la amígdala, el hipotálamo, la corteza olfatoria 

y otras áreas cercanas. El hipocampo presenta una morfología muy distintiva compuesta 

por dos regiones, el giro dentado (DG) y el Cornu Ammonis (CA). La región CA está 

dividida en 3 campos, CA1, CA2 y CA3. Cada una de estas regiones está compuesta de 

una capa celular principal. Éstas son las células granulares, en el giro dentado, y las células 
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piramidales en las regiones CA. Tanto las células granulares como las piramidales son 

glutamatérgicas excitatorias (Taupin, 2007).  

Se postulan variadas funciones para la zona CA1 de acuerdo a diferentes hipótesis. 

La región CA1 aseguraría una eficiente transmisión de la información de la zona CA3 al 

neocortex. También se postula que actuaría como un detector de estímulos novedosos por 

comparación entre la información de salida de CA3 y la cortical ingresante. Otra hipótesis 

postula a CA1 como un predictor de futuros eventos o localizaciones, basado en 

experiencias previas, por asociación de secuencias de actividad en CA3 con las de la 

corteza (Levy et al., 1998; Lisman and Otmakhova, 2001). Es evidente que la muerte de 

neuronas en la zona CA1 irá en detrimento de las funciones localizadas en dicha zona. Por 

lo tanto, la disponibilidad de p19 en el hipocampo de ratones otorgará una protección a la 

injuria genotóxica y por ende a la muerte neuronal derivada de esta injuria, mientras que la 

deficiencia de p19 tendrá los efectos contrarios. Esta protección de las neuronas del 

hipocampo redundará en una conservación de las capacidades cognitivas que residan en 

esa zona del cerebro afectada por el genotóxico. 

 

 

Modelo propuesto 

   

El conjunto de resultados obtenidos nos permite proponer un modelo para la 

activación de p19 el cual asocia su función con la activación de CDK5 (figura A ). Como 

indicamos anteriormente, la enzima CDK5 es esencial para el correcto desarrollo del 

sistema nervioso. Sin embargo su desregulación es tóxica para la célula neuronal ya que 

está involucrada en procesos de daño al DNA y neurodegeneración. Una de las principales 

razones que conducen a la sobreactivación de CDK5 es el aumento de los niveles 

intracelulares de calcio que inducen la actividad de calpaína. Esta enzima proteoliza la 

subunidad regulatoria de CDK5, p35, dando un producto p25, que le confiere una mayor 

actividad enzimática. El péptido ȕ-amiloide produce un aumento en la entrada de calcio en 

las neuronas y además daña el DNA. El genotóxico neocarzinostatina tendría los mismos 

efectos. Además, el tratamiento con los dañadores también producen la inducción del gen 

de p35. Esto relaciona el daño al DNA con un aumento en la actividad de CDK5. Por otro 

lado, la proteína p19 es fosforilada por CDK5 y así se capacitaría para ejercer su efecto 
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reparador del daño al DNA y de disminución del grado de apoptosis. Más aún, el daño al 

DNA induce la expresión de p19 por medio del factor de transcripción E2F1, el cual se 

activa en presencia de daño. La inducción de la expresión de p19 contrarrestaría la 

degradación que sufre la proteína por parte de la calpaína activada. La fosforilación de p19 

actuaría en el mismo sentido, es decir, protegiendo a la proteína de dicha degradación. De 

esta forma, habría un balance en los niveles de p19 en respuesta al estrés genotóxico. 

Estos hechos relacionan el aumento de calcio con el daño al DNA, la activación de 

CDK5 y la inducción y capacitación de p19.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esencia 

 

Dos sistemas son esenciales para mantener la integridad del genoma, la reparación 

del DNA y la apoptosis. Células que son deficientes en reparar el DNA tienden a acumular 

un exceso de daño. Células deficientes en apoptosis tienden a sobrevivir con exceso de 

Figura A. Mecanismo de activación de p19 en respuesta al daño al DNA 
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daño en el DNA. Aparentemente, las proteínas clave que contribuyen a la supervivencia 

celular actuando sobre la reparación del DNA se tornan ejecutoras en la fase de excesivo 

daño. El mantenimiento de un mecanismo que permita a la célula alternar entre la 

reparación y la apoptosis, como es apropiado en el caso de daño excesivo, parece tener 

central importancia evitando la progresión hacia diferentes enfermedades. 

Por lo tanto, debe existir un compromiso entre la ventana de tiempo para permitir 

una reparación apropiada y para disparar los mecanismos de muerte celular para evitar un 

aumento en la carga de mutaciones que causan inestabilidad genómica (Bernstein et al., 

2002; Lengauer et al., 1998). Esto es particularmente cierto en neuronas postmitóticas del 

sistema nervioso central, donde la muerte celular causa una pérdida irreemplazable. 

Además, la muerte neuronal puede ocurrir anormalmente, en tiempo, causa o magnitud. 

Esto tiene, obviamente particular importancia cuando concierne el sistema nervioso 

humano, donde se observa una muerte celular extensiva en enfermedades 

neurodegenerativas o luego de una apoplejía o trauma cerebral (Connor and Dragunow, 

1998; Yuan and Yankner, 2000). 

En este escenario, la acción de proteínas que permitan una respuesta más robusta 

frente al daño en el DNA, y en consecuencia impidan una apoptosis excesiva es altamente 

deseable. La habilidad de p19 para mantener la integridad genómica se ajustaría a esta 

premisa. El hecho de que el sistema nervioso central es un tejido donde p19 tiene una 

expresión relativamente importante y que existe alto nivel de p19 en neuronas en 

desarrollo y en neuronas postmitóticas adultas correlaciona directamente con esto.   
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Cultivo de líneas celulares 

 

Medios de cultivo. La línea celular derivada de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

(ATCC® CRL-ββ66™) fue cultivada en botellas T β5 y T 75 (TRP) y mantenida en medio 

D-MEM (Dulbecco´s modified Eagle medium) 45%, Ham F12 45% (GIBCO) conteniendo 

10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, 

bicarbonato de sodio 1,5 g/l, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, Anfotericina 

B 1 mg/ml a 37 ºC y en atmósfera de aire con 5% de CO2. La línea celular HEK293 

(ATCC® CRL-157γ™) y la línea celular derivada de neuroblastoma murino Neuro-2a 

(ATCC® CRL-131-™) fueron cultivadas en placas de 100 mm y mantenidas en medio D-

MEM (GIBCO) suplementado con 10% de SFB, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 

mM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, 

Anfotericina B 1 mg/ml a 37 ºC y en atmósfera de aire con 5% de CO2.       

 

Tripsinización. Una vez que las células formaron una monocapa, el medio de 

cultivo fue aspirado y descartado, las células se lavaron una vez con PBS (8 g de NaCl, 0,2 

g de KCl, 1,44 g de Na2HPO4, y 0,24 g de KH2PO4 en 1 litro de agua bidestilada,  pH 7,4)  

para remover los inhibidores de tripsina presentes en el suero y luego se agregó, a cada 

placa o botella, 1 ml de solución de tripsina 0,25% con EDTA 0,53 mM (GIBCO). Se 

incubaron a 37 C hasta observar en el microscopio que las células estaban levantadas. 

Luego fueron resuspendidas en medio fresco, se determinó el número y la viabilidad 

celular como se indica más abajo y se plaqueó a una densidad de 2 x 104 células/cm2 en 

botellas T 25 o T 75 o en placas de 100 mm de diámetro. 

 

Determinación del número de células y su viabilidad. Para la determinación del 

número de células y su viabilidad se empleó el método de exclusión del azul tripán. Se 

colocaron 50 l de la suspensión celular en 30 l de medio y 20 l de la solución de azul 

tripán 4% (azul tripán 400 mg, NaCl 810 mg, K2HPO4  60 mg y metil-p-hidroxibenzoato 

50 mg a pH 7,4, en PBS). Se colocó una gota de esta mezcla en una cámara de Neubauer y 

se efectuó el recuento celular (N) al microscopio óptico en los cuatro cuadrantes de la 

cámara entre los 5 y los 10 minutos luego del agregado del colorante. El número de células 

totales por ml y el porcentaje de viabilidad se calcularon aplicando las siguientes fórmulas: 
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Células/ ml = (N/ 4) x 1.000 x 2 x 10 

% de viabilidad = células no teñidas x 100 

                         células totales 

  

Diferenciación de las células de neuroblastoma. Células SH-SY5Y en crecimiento 

exponencial fueron tripsinizadas y sembradas en placas de 24 ó 6 wells, o en placas de 60 

mm de diámetro según el experimento, a 80% de confluencia en medio completo con 10% 

de SFB. Veinticuatro horas más tarde, el medio fue reemplazado por medio fresco de 

diferenciación D-MEM/F12 0,2% SFB conteniendo ácido trans-retinoico 1 µM (ATRA, 

Calbiochem, Cat. Nro. 554720). Las células fueron incubadas y mantenidas con el medio 

de diferenciación en estufa a 37 ºC con 5% CO2 durante 6-7 días, para ser luego utilizadas 

en los diferentes ensayos. Células Neuro-2a en crecimiento exponencial fueron 

tripsinizadas y sembradas en placas de 60 mm de diámetro, a 80% de confluencia en medio 

completo con 10% de SFB. Veinticuatro horas más tarde, el medio fue reemplazado por 

medio fresco de diferenciación D-MEM 2% SFB conteniendo ácido trans-retinoico 15 µM 

(ATRA, Calbiochem, Cat. Nro. 554720). Las células fueron incubadas y mantenidas con el 

medio de diferenciación en estufa a 37 ºC con 5% CO2 durante 6 días, para ser luego 

utilizadas en los diferentes ensayos. 

 

 

Cultivos primarios de neuronas hipocampales y corticales de rata 

  

Preparación de las placas de cultivo. Placas de 96, 24 o 12 wells, o placas de 60 

mm de diámetro fueron pretratadas con una solución de poli-L-lisina 1 µg/ml (Sigma, 

P2636) diluida en buffer borato pH 8,5, durante 18 horas a temperatura ambiente. Al cabo 

de ese tiempo, el exceso de polilisina fue eliminado mediante tres lavados de 30 minutos 

cada uno con agua bidestilada estéril. Las placas fueron cubiertas con medio D-MEM y 

mantenidas a 37 ºC en atmósfera de aire con 5% de CO2 hasta su utilización en la 

preparación de los cultivos. 

  

Preparación de los cultivos primarios. Los cultivos de neuronas piramidales 

hipocampales o corticales fueron preparados a partir de hipocampos o corteza de 
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embriones de rata Wistar de 18-19 días de gestación (Bioterio Central de la Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales), según se describe en Cáceres, 1986 (Caceres et al., 1986). La 

corteza o los hipocampos extraídos y mantenidos a 0 ºC en solución balanceada salina de 

Hanks 1X, fueron incubados durante 15 minutos con 3 ml de tripsina 0,25%, EDTA 0,53 

mM (GIBCO) en tubos tipo falcon de 15 ml a 37 ºC. Al cabo de ese tiempo, la tripsina fue 

descartada y las células lavadas 3 veces con 2 ml de solución de Hanks 1X a 37º C durante 

2 minutos cada vez. Los hipocampos fueron resuspendidos en 2-3 ml de medio D-MEM y 

disgregados suavemente con pipetas Pasteur de vidrio de diámetro decreciente hasta lograr 

una suspensión homogénea de células. Luego se determinó el número de células en la 

suspensión y su viabilidad según se explicó anteriormente. Las células fueron plaqueadas 

en medio D-MEM, a la densidad deseada según el experimento, en las placas preparadas 

con anterioridad y mantenidas a 37 ºC, 5% de CO2 durante 2 horas. Al cabo de ese tiempo, 

el medio D-MEM fue reemplazado por medio Neurobasal™ (GIBCO) conteniendo 

suplemento N2 1X, suplemento B27 1X, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, 

penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml y Anfotericina B 1 mg/ml. Los cultivos 

fueron mantenidos a 37 ºC en atmósfera de aire con 5% de CO2 durante uno o dos días 

antes de ser utilizados en los diferentes experimentos.   

 

 

Agentes genotóxicos 

 

Péptido β-amiloide, neocarzinostatina y camptotecina. Células SH-SY5Y 

diferenciadas durante 6 días o cultivos primarios neuronales fueron incubados en estufa a 

37 ºC con 5% CO2 con medio fresco conteniendo el péptido ȕ-amiloide 10 µM (fragmento 

25-35; Sigma, A4559), neocarzinostatina 10, 50 ó 100 ng/ml (Sigma, N9162), ó 

camptotecina 1 µM, durante los tiempos indicados en cada caso antes de realizar las 

diferentes determinaciones. Las células control fueron tratadas de la misma forma sin el 

agregado de los dañadores al medio fresco.  

 

Irradiación ultravioleta. Células en crecimiento exponencial fueron tripsinizadas y 

sembradas en placas de 60 mm a razón de 1 x 106 células por placa en medio completo con 

10% de SFB. Veinticuatro horas más tarde, se removió el medio y las células fueron 
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irradiadas en placas abiertas con 40 J/m2 de luz UVC, de 254 nm (rango 240-280) a 

temperatura ambiente con una lámpara Philips TUV15WG15T8 calibrada para otorgar 2,5 

J/m2.seg. Luego de la exposición, el medio fue readicionado y las células incubadas en 

estufa a 37 °C con 5% CO2 durante los tiempos indicados en cada caso. Células control 

fueron tratadas de igual modo excepto por la exposición a la luz UV.  

 

 

Aumento del calcio intracelular 

 

Ionóforo de calcio. Células SH-SY5Y diferenciadas durante 6 días con ATRA 1 

µM fueron incubadas con medio fresco conteniendo el ionóforo de calcio A23187 5 µM 

(Calbiochem, Cat. Nro. 100105), en estufa a 37 ºC con 5% de CO2 durante los tiempos 

indicados en cada caso antes de realizar las distintas determinaciones. Células control 

fueron tratadas en forma similar sin agregar el ionóforo al medio fresco.   

 

Medio de despolarización de la membrana. Células SH-SY5Y diferenciadas 

durante 6 días con ATRA 1 µM fueron incubadas con medio D-MEM/F12 despolarizante 

conteniendo KCl 50 mM final (Kim et al, 2008; Ai et al, 1998) durante los tiempos 

indicados en cada caso antes de realizar las diferentes determinaciones. Como control de 

osmolaridad, se incubó a las células con medio fresco conteniendo manosa 1% o NaCl 50 

mM final.  

 

 

Agentes inhibidores y quelante de calcio 

 

La incubación de las células con los diferentes inhibidores fue iniciada 2 horas 

antes de la aplicación de los agentes genotóxicos. Los inhibidores utilizados fueron los 

siguientes:  

Inhibidor de CDK5: butirolactona 10 µM  

Inhibidor de calpaína: calpeptina 10 µM  

Las células fueron tratadas o no con los dañadores como se indicó anteriormente, 

pero en este caso el medio que contenía los inhibidores no fue reemplazado. 
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Posteriormente las células fueron incubadas en estufa a 37 ºC con 5% CO2 durante los 

tiempos indicados en cada ensayo. Las células control fueron tratadas de igual forma 

aunque pre-incubadas con dimetilsulfóxido (DMSO), compuesto utilizado como diluyente 

de los inhibidores. 

La incubación de las células con el quelante de calcio EGTA fue iniciada 30 

minutos antes de la aplicación de los agentes genotóxicos. La concentración de EGTA 

utilizada en los ensayos fue de 250 mM. Las células fueron tratadas o no con los dañadores 

como se indicó anteriormente, pero en este caso el medio que contenía el quelante no fue 

reemplazado. Posteriormente las células fueron incubadas en estufa a 37 ºC con 5% CO2 

durante los tiempos indicados en cada ensayo. 

 

 

Preparación de plásmidos 

 

Obtención de bacterias competentes. Las bacterias competentes se prepararon 

según una variante del método de Cohen (Cohen et al., 1972), descripta por Sambrook y 

Russell (Sambrook et al, 2001). Brevemente, se inocularon 2 ml de medio LB líquido 

(extracto de levadura 5 gr., peptona 10 gr., NaCl 5 gr., agua c.s.p 1 litro) con bacterias 

Escherichia coli, cepa DH5α e incubaron con agitación constante a γ7 °C, durante toda la 

noche. Luego se diluyó el cultivo a 50 ml con medio LB y se incubó a 37 °C con agitación, 

hasta que alcanzó la fase exponencial de crecimiento (DO600=0,35-0,4). Se enfrió el cultivo 

en hielo y se centrifugó a 5000 x g durante 5 minutos. El pellet de bacterias fue 

resuspendido en 10 ml de CaCl2 60 mM frío y se mantuvo en hielo durante 30 minutos. Se 

centrifugó a 5.000 x g y el pellet celular se resuspendió en una solución de CaCl2 60 mM, 

glicerol 15%. Las bacterias competentes se alicuotaron y almacenaron a -70 °C. 

 

Transformación de bacterias competentes. Una pequeña cantidad de ADN 

plasmídico (50-100 ng) se incubó con 50-100 μl de bacterias competentes en hielo durante 

45 minutos. A continuación las bacterias fueron sometidas a un shock térmico a 42 °C 

durante 60 segundos, seguido de un enfriamiento rápido en baño de agua con hielo. Luego 

se agregó LB hasta completar un volumen de 1 ml y se incubó durante 45 minutos a 37 °C. 

Las bacterias se centrifugaron y se resuspendieron en 50 μl de sobrenadante. Se sembraron 
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en placas de Petri con LB agar 1,5% con ampicilina (100 μg/ml). Se incubaron 16 horas en 

estufa a 37 °C. 

 

Preparación de plásmidos en baja escala (miniprep). Los plásmidos fueron 

preparados utilizando el kit de minipreparación plasmídica Wizard Plus (Promega). Las 

bacterias transformadas con el plásmido a aislar fueron inoculadas en 3 ml de medio LB 

con ampicilina (100 μg/ml) e incubadas durante 16 horas a γ7 ºC en agitación. Una vez 

obtenido el pellet bacteriano, se prosiguió con la extracción plasmídica según las 

instrucciones del fabricante. 

 

Preparación de plásmidos en gran escala (maxiprep). Los plásmidos fueron 

preparados utilizando el kit de maxipreparación plasmídica Wizard Plus (Promega). Las 

bacterias transformadas con el plásmido a aislar fueron inoculadas en 250 ml de medio LB 

con ampicilina (100 μg/ml) e incubadas durante 16 horas a γ7 ºC en agitación. Una vez 

obtenido el pellet bacteriano, se prosiguió con la extracción plasmídica según las 

instrucciones del fabricante. 

 

Análisis de las preparaciones plasmídicas. Con el objeto de determinar la calidad y 

concentración de las preparaciones, éstas fueron sembradas con un buffer de siembra 6X 

(azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%) en un gel de agarosa 0,8-1% en buffer TAE 

(Tris-acético 0,4 M, EDTA 1 mM) y resueltas en una electroforesis de voltaje constante (5 

V/cm). Terminada la corrida electroforética, el gel fue sumergido en una solución de 

bromuro de etidio 0,5 ug/ml y los plásmidos visualizados con luz UV. Paralelamente, las 

preparaciones plasmídicas fueron cuantificadas espectrofotométricamente: 

DO260= 1 equivale 50 μg/ml de ADN. 

DO260/280 > 1,5 indica pureza aceptable  (Sambrook et al., 1989). 

 

 

Transfección transitoria de células y selección 

 

Las células SH-SY5Y fueron transfectadas utilizando el reactivo Lipofectamine 

2000 reagent (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. En general, 1 x 106 
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células  fueron sembradas en placas de 60 mm. Luego de 24 horas, las células fueron 

transfectadas con 6 µg de plásmido total junto con 0,5 µg del plásmido de pBABE el cual 

confiere resistencia al antibiótico puromicina. Veinticuatro horas luego de la transfección, 

se agregó al medio el antibiótico puromicina 2,5 µg/ml (Sigma) y luego de 48 horas de 

selección, las células resistentes (transfectadas) fueron tratadas o no con agentes 

genotóxicos según se indica en cada ensayo. La cantidad de plásmido total fue completada 

con la cantidad necesaria de DNA “carrier” (DNA genómico de hígado de rata). 

 

Las células HEK293 y Neuro-2a fueron transfectadas utilizando el compuesto 

Policatión-polietilenimina (PEI), según las indicaciones del fabricante. Las células, 

sembradas en placas de 60 mm a 60% de confluencia, fueron transfectadas con 12 µg de 

plásmido total junto con 0,5 µg del plásmido de pBABE el cual confiere resistencia al 

antibiótico puromicina. Veinticuatro horas luego de la transfección, se agregó al medio el 

antibiótico puromicina 1 µg/ml (Sigma) y luego de 48 horas de selección, las células 

resistentes (transfectadas) fueron utilizadas en los distintos ensayos. Las cantidad de DNA 

total fue completada con la cantidad necesaria de DNA “carrier” (DNA genómico de 

hígado de rata). 

 

Los plásmidos utilizados en las diferentes transfecciones fueron los siguientes: 

- pc-DNA4/V5-p19wt, el cual codifica para la proteína p19 full lenght en su versión salvaje 

con el epítope V5 en el N-terminal, bajo la inducción del promotor CMV. 

- pc-DNA4/V5-p19S76A, el cual codifica para la proteína p19 mutada en su sitio serina 76 

por alanina, bajo la inducción del promotor CMV. 

- pc-DNA4/V5-p19S76T141E, el cual codifica para la proteína p19 mutada en sus sitios 

serina 76 y treonina 141 por ácido glutámico, bajo la inducción del promotor CMV. 

- pSBC-rat28K, el cual codifica para la subunidad de 28 KDa de la calpaína de rata, bajo la 

inducción del promotor SV40 (gentileza del doctor Peter Greer, Universidad de Queen, 

Kingston, Canadá). 

- pc-DNA3.1-CDK5, el cual codifica para la quinasa CDK5 en su versión salvaje, bajo la 

inducción del promotor CMV (gentileza del doctor Kyong-Tai Kim, Dept. of Life Science, 

POSTECH, Korea). 
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- pc-DNA3.1-CDK5(D144N), el cual codifica para un dominante negativo de la proteína 

CDK5 (gentileza del doctor Kyong-Tai Kim, Dept. of Life Science, POSTECH, Korea). 

- pc-DNA3.1-p35, el cual codifica para la proteína p35 bajo la inducción del promotor 

CMV (gentileza de la doctora María Gabriela Paglini, Instituto Ferreyra, Prov. de Córdoba, 

Argentina). 

- pc-DNA3.1-p25, el cual codifica para la forma truncada de p35, p25, bajo la inducción 

del promotor CMV (gentileza de la doctora María Gabriela Paglini, Instituto Ferreyra, 

Prov. de Córdoba, Argentina). 

 

 

Disminución de los niveles de las quinasas CDK5 y CDK2 

 

La disminución de los niveles de las proteínas CDK5 y CDK2 fue llevada a cabo 

mediante la estrategia de oligodeoxinucleótidos antisentido. Se emplearon oligonucleótidos 

de 23 y de 27 bases de longitud para CDK5 y CDK2 respectivamente (154 a 176 para 

CDK5 y 46 a 73 para CDK2). Para introducir los oligonucleótidos, las células sembradas 

en placas de 60 mm, fueron transfectadas con Lipofectamina 2000 reagent (Invitrogen). La 

concentración final utilizada para cada oligo fue de 1 µM. Doce horas después de la 

transfección, el medio fue reemplazado por medio fresco conteniendo una concentración 

de 1 µM del oligonucleótido correspondiente. Luego de doce horas, las células fueron 

dañadas o no con los diferentes genotóxicos y cosechadas en los tiempos indicados para la 

realización de los diferentes ensayos. Las células control fueron transfectadas con un 

oligonucleótido inespecífico. 

Oligodeoxinucleótido ASCDK5: 5´-CAT CCA GCC TCA CCC GTT TCA GA-3´  

Oligodeoxinucleótido ASCDK2: 5´-CCA ACT TGA AAC AAT CTT GCC GCC TCC C-

3´  

 

 

Disminución de los niveles de p19 en cultivos primarios neuronales 

 

La disminución de los niveles de p19INK4d en neuronas de hipocampo fue llevada 

a cabo mediante la estrategia de oligodeoxinucleótidos antisentido. Se empleó en este caso 
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un oligonucleótido de 24 bases complementario a la secuencia que va desde el +3 al +26 

del mRNA de p19. Las neuronas fueron sembradas en placas de 6, 24 ó 96 pocillos o de 60 

mm de diámetro según el experimento. Para introducir el oligonucleótido a las células, se 

utilizó el compuesto FuGENE® HD Transfection Reagent (Roche) en una relación 

FuGENE:oligo de 3,5:1, con una concentración final del oligonucleótido de 400 nM. La 

transfección se llevó a cabo en cultivos de 2-3 días, siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Ocho horas luego de la transfección el medio fue reemplazado por medio 

Neurobasal conteniendo 400 nM de oligonucleótido. Doce horas después, las células 

fueron dañadas o no con los diferentes genotóxicos y utilizadas para la realización de los 

diferentes experimentos.  

Oligodeoxinucleótido ASp19: 5'-GGC GCG AAC CTC CTC CAG CAG CAT-3' 

 

 

Generación de líneas celulares estables para p19INK4d 

 

Las transfecciones se llevaron a cabo con el reactivo Lipofectamine 2000 reagent 

(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Células SH-SY5Y, plaqueadas en 

placas de 6 pocillos para llegar a 90% de confluencia en el momento de la transfección, 

fueron transfectadas con γ μg de plásmido de expresión pMTCB (vacío), ó pMTCBp19 ó 

pMTCBp19AS que expresan la proteína p19INK4d salvaje humana y la secuencia 

antisentido respectivamente, río abajo del promotor del gen de la metalotioneína, inducible 

con Zn2+. Además, el vector pMTCB confiere a las células resistencia al antibiótico 

geneticina (G418). Cuarenta y ocho horas luego de la transfección, las células fueron 

tripsinizadas y sembradas en placas de 100 mm con medio fresco conteniendo 4 mg/ml de 

geneticina (Sigma). La presión de selección se mantuvo durante 1 semana cambiando el 

medio cada 2 días. Los clones de células resistentes fueron aislados y amplificados hasta 

tener una cantidad de células suficiente para analizar la expresión (incremento o inhibición, 

según el caso) del gen de p19 mediante northern blot y western blot en ausencia o en 

presencia de ZnCl2 100 µM. 
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Análisis de RNA por northern blot 

 

Obtención de RNA total. El RNA total fue obtenido según el método descripto 

previamente (Chomczynski and Sacchi, 1987), levemente modificado. Se partió de 2 x 106 

células en placas de 60 mm de diámetro, se lavaron una vez con PBS 1X frío, se agregaron 

700 μl de solución D desnaturalizante (isotiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio 25 

mM pH 7, N-laurilsarcosina 5%, ȕ-mercaptoetanol 0,1 M), se homogeneizaron con 

micropipeta y se trasvasaron a un tubo eppendorf. Todo el trabajo se realizó sobre hielo. Se 

agregaron luego 50 μl de acetato de sodio β M pH 4,5, 400 μl de fenol saturado en agua y 

90 μl de cloroformo-alcohol isoamílico (49:1). La suspensión fue agitada vigorosamente 

durante 10 segundos con un vórtex, mantenida 15 minutos en hielo y centrifugada durante 

25 minutos a 10000 rpm a 4 ºC. La fase superior acuosa, que contiene el RNA, se trasvasó 

a otro tubo y el RNA fue precipitado agregando 400 µl de isopropanol y dejándolo durante 

1 hora a -20 ºC. Se centrifugó luego a 10000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC, se descartó el 

sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 150 μl de solución D. El RNA fue 

reprecipitado con 150 μl de isopropanol centrifugándolo 20 minutos a 10000 rpm. Se lavó 

1 vez con etanol 80% y se resuspendió en ββ μl de agua estéril libre de RNasas. 

La concentración del RNA se calculó midiendo la absorbancia a 260 nm (1 OD260 = 

40 μg de RNA) aceptando como criterio de pureza un cociente A260/A280 mayor que 1,7 

(Sambrook et al, 1989). 

 

Electroforesis de RNA. La separación electroforética del RNA total se realizó 

según una adaptación del método descripto por McMaster y Carmichael, 1977 (McMaster 

and Carmichael, 1977). Las muestras de RNA (10 μg) se desnaturalizaron a 50 ºC durante 

60 minutos en una mezcla conteniendo glioxal 1,2 M, dimetilsulfóxido (DMSO) 7,5 M y 

buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7. Luego, las muestras fueron tratadas con el buffer de 

siembra (glicerol 50%, fosfato de sodio 10 mM pH 7, azul de bromofenol 0,25% y xilene 

cianol FF 0,25%) y sembradas en gel de agarosa 1% en buffer fosfato 10 mM. La corrida 

electroforética se llevó a cabo durante 1-2 horas a 100 mV en buffer fosfato de sodio 10 

mM pH 7. 
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Transferencia del RNA a la membrana. Una vez finalizada la electroforesis, el gel 

fue sometido a transferencia pasiva a una membrana de nylon (Amersham Hybond™-N+) 

según lo descripto por Sambrook (1989). Dicha membrana fue humedecida previamente 

durante 45 minutos en SSC 20X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M pH 7). La transferencia 

se realizó por capilaridad ascendente en una solución de SSC 20X durante 16 horas. Luego 

el filtro de nylon se secó entre papeles Whatman 3MM durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y se colocó en estufa a 80 ºC durante 1 hora para la fijación irreversible del RNA 

al nylon. 

 

Marcación de sondas. Los oligonucleótidos utilizados como sondas fueron 

marcados radiactivamente en su extremo 5' con la enzima T4 polinucleótido quinasa. Se 

preparó la mezcla de reacción conteniendo 5 pmoles del oligonucleótido, buffer de 

reacción 1X provisto con la enzima, 5 U de T4 polinucleótido quinasa (Invitrogen), 50 μCi 

de [Ȗ-32P]ATP (6.000 Ci/mmol), en un volumen total de γ0 μl. Esta preparación se incubó 

1 hora a 37 ºC. La sonda marcada fue purificada, para eliminar el nucleótido radioactivo no 

incorporado, mediante dos precipitaciones sucesivas con 1/10 del volumen de acetato de 

amonio 7,5 M pH 5,5 y 2 volúmenes de etanol absoluto durante 30 minutos a -80 ºC. Se 

centrifugó a 10000 rpm durante 30 minutos. El precipitado fue lavado con etanol 70% y 

resuspendido en 100 μl de buffer TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM). Una alícuota de la 

sonda se colocó en un vial con líquido centellante a base de tolueno y se contó la 

radioactividad en un contador de centelleo líquido. Las sondas poseían una actividad 

específica aproximada de 4-6 x 103 cpm/fmol. 

 

Sonda para p19. Con la finalidad de detectar el mRNA de p19INK4d se sintetizó 

un oligonucleótido de 24 bases complementario a las bases +3 a +26 del mRNA de 

p19INK4d humano (Newton Bishop et al., 1999) cuya secuencia es: 5'-GGC GCG AAC 

CTC CTC CAG CAG CAT-3'. 

 

Sonda para β-tubulina. Los resultados de los ensayos de northern blot fueron 

normalizados con los valores de los niveles del mRNA de ȕ-tubulina detectados en 

paralelo. Se eligió el gen de la ȕ-tubulina por ser un gen de expresión constitutiva, no 

afectado por las fases del ciclo celular. Para detectar el mRNA de ȕ-tubulina se diseñó un 
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oligonucleótido de 23 bases cuya secuencia es: 5´-GCC CCT ATC TGG TTG CCG CAC 

TG-´3. 

Sonda para CDK5: 5´-CAT CCA GCC TCA CCC GTT TCA GA-3´. 

 

Sonda para p35: 5´-CGA TTC TCT TCC AAG GCA GCA CG -3´. 

 

Sonda para CDK2: 5´-GGA GGA CCC GAT GAG AAT GGC AG-3´. 

 

Hibridización. Las membranas de nylon conteniendo el RNA fijado por calor 

fueron prehibridizadas en una solución bloqueante conteniendo SSC 6X, SDS 0,1%, 

Denhardt 2X (polivinilpirrolidona 0,04%, Ficoll 0,04%, seroalbúmina bovina 0,04%) y 

DNA de esperma de salmón 100 μg/ml durante γ horas a 68 ºC en horno de hibridización 

con rotación. Posteriormente, la sonda marcada correspondiente fue agregada a la solución 

y la hibridización se completó a 68 ºC por 16 horas más. Finalizado este procedimiento, las 

membranas fueron lavadas 3 veces a temperatura ambiente con SSC 1X y SDS 1% durante 

2 minutos y tres veces a 68 ºC con SSC 0,2X y SDS 0,1% durante 2 minutos. 

 

Autorradiografía y cuantificación. Las membranas lavadas se secaron entre papel 

Whatmman 3MM por 30 minutos a 50 ºC, se envolvieron con nylon impermeable y se 

expusieron en un casette con pantalla radiográfica intensificadora (FUJIFILM) a 

temperatura ambiente entre 24 y 72 horas. Luego de escanear las pantallas en un analizador 

de imágenes Bio-Imaging Analyzer Fujifilm BAS-1800II, las imágenes resultantes se 

cuantificaron con el programa ImageJ, NIH. 

 

 

Análisis de proteínas por western blot 

 

Preparación del lisado celular total. Aproximadamente 1 x 106 células cultivadas 

en placas de 60 mm, se lavaron dos veces con PBS frío, se cosecharon en eppendorf con 1 

ml de PBS y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos para precipitar las células. El 

pellet celular fue resuspendido en 150-200 µl de buffer de siembra 2X (Tris-HCl 50 mM 

pH 6,8, glicerol 10%, SDS β%, Azul bromofenol 0,γ%, ȕ-mercaptoetanol 0,28 M) y 
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sonicado 3 veces en un sonicador Fisher Sonic Dismembrator Model 300 durante 15 

segundos a 50% de potencia, alternando con 15 segundos de reposo en hielo cada vez. Las 

muestras fueron guardadas a -20 ºC hasta su utilización. Aproximadamente un décimo del 

volumen total de muestra, el cual corresponde a 40-50 µg de proteína, fueron utilizados 

para la electroforesis en gel de poliacrilamida.    

 

Electroforesis en gel de poliacrilamida. En todos los casos las muestras fueron 

analizadas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970). 

Utilizamos el sistema vertical de Bio-Rad. El gel separador (inferior) se preparó al 15% 

(1,1 ml de agua destilada estéril, 2,5 ml de solución de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 

1,3 ml de Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, 50 μl de SDS 10%, β0 μl de persulfato de amonio β5% y 

β μl de TEMED para 5 ml de solución). En algunos casos el porcentaje de poliacrilamida 

utilizado fue del 12% (1,6 ml de agua destilada estéril, 2 ml de solución de 

acrilamida/bisacrilamida al 30%, 1,3 ml de Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, 50 μl de SDS 10%, β0 

μl de persulfato de amonio β5% y β μl de TEMED para 5 ml de solución). El gel 

concentrador (superior) se preparó, en ambos casos, al 4% (2,17 ml de agua destilada 

estéril, 0,4 ml de solución de acrilamida/ bisacrilamida al 30%, 0,375 ml de Tris-HCl 1 M 

pH 6,8, γ0 μl de SDS 10%, 1β μl de persulfato de amonio β5% y γ μl de TEMED para γ 

ml de solución). Previo a la siembra, las muestras se hirvieron durante 10 minutos. En un 

pocillo se sembraron β μl del marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder, Fermentas, Cat. Nro. SM0671). Luego se realizó la electroforesis, a 120 V, en 

buffer Tris-Glicina-SDS 1X (Tris base 25 mM, glicina 250 mM pH 8,3, SDS 0,1%) hasta 

que el azul de bromofenol alcanzó el final del gel separador. 

 

Transferencia a membrana. Una vez concluida la separación electroforética, las 

proteínas fueron transferidas a un soporte sólido, en este caso una membrana de 

nitrocelulosa (Burnette, 1981). Una de las caras del gel fue apoyada sobre un trozo de 

nitrocelulosa (Amersham™ Hybond™-ECL) del mismo tamaño. Ambos fueron colocados 

entre papeles Whatman 3MM previamente humedecidos en buffer de transferencia 1X 

(Tris-glicina 1X, SDS 0,01%, metanol 20%) y estos a su vez colocados entre dos esponjas 

de poro grande dentro de un soporte plástico. Toda la construcción fue sumergida en una 

cuba electroforética, con buffer de transferencia 1X, colocando la membrana de 
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nitrocelulosa del lado anódico. La transferencia se llevó a cabo a 200 mA, durante 60 

minutos. 

 

Detección de proteínas. Luego de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa 

fue colocada en una solución de bloqueo (leche descremada en polvo 3% en TPBS 1X) y 

se dejó en agitación suave 1 hora a temperatura ambiente para reducir los sitios potenciales 

de unión de proteínas irrelevantes. Luego se incubó la membrana con el anticuerpo 

primario diluido en TPBS 1X (Tween 20 0,05% en PBS 1X) O.N a 4 ºC con rotación suave 

y constante. La membrana se lavó 3 veces con TPBS 1X durante 5 minutos. Luego se 

incubó con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con la enzima peroxidasa 

de rabanito (HRP) diluido en solución de bloqueo durante 90 minutos con rotación y a 

temperatura ambiente. La membrana se lavó nuevamente 3 veces con TPBS 1X durante 5 

minutos. Para visualizar las proteínas de interés se utilizó el kit de detección ECL 

(Amersham Pharmacia Biotech), basado en la producción de quimioluminiscencia como 

consecuencia de la digestión de un sustrato de la enzima HRP. La señal fue detectada en un 

analizador de imágenes Bio-Imaging Analyser Fujifilm LAS-1000, y posteriormente 

cuantificada con el programa ImageJ, NIH. Como control de carga del gel, previo al 

bloqueo, se tiñó la membrana con una solución de rojo Ponceau (PonceauS 0,2%, Ácido 

acético 1%). También se utilizó la detección de la proteína de expresión constitutiva ȕ-

actina. 

 

Anticuerpos primarios utilizados: 

- Anticuerpo anti-p19INK4d humana monoclonal (mouse), P0999-55A, USBiological. 

Dilución 1/250 

- Anticuerpo anti-p19INK4d murina monoclonal (mouse), Clon ZP002, Cat. Nro. 39-3100,   

Invitrogen. Dilución 1/250 

- Anticuerpo anti-CDK5 policlonal (rabbit), C-8, sc-173, Santa Cruz Biotechnology. 

Dilución 1/500 

- Anticuerpo anti-p35 policlonal (rabbit), C-19, sc-820, Santa Cruz Biotechnology. 

Dilución 1/500 

- Anticuerpo anti-ȕ-actina monoclonal (mouse), C4, sc-47778, Santa Cruz Biotechnology. 

Dilución 1/5000 
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- Anticuerpo anti-V5 monoclonal (mouse), R960-25, Invitrogen. Dilución 1/250 

- Anticuerpo anti-fosfo-H2A.X (Ser139) monoclonal (mouse), Clon JBW301, Cat. Nro. 

05-636, Upstate. Dilución 1/1000. 

- Anticuerpo anti-CDK2 policlonal (rabbit), M2, sc-163, Santa Cruz Biotechnology. 

Dilución 1/500. 

- Anticuerpo anti-GAPDH, monoclonal (mouse), 6C5, sc-32233, Santa Cruz 

Biotechnology. Dilución 1/1000. 

- Anticuerpo anti-histona H3, policlonal (rabbit), C-16, sc-8654-R. Santa Cruz 

Biotechnology.  Dilución 1/1000. 

 

Anticuerpos secundarios utilizados: 

- Goat anti-mouse conjugado con HRP, sc-2005, Santa Cruz Biotechnology. Dilución 

1/1000 

- Goat anti-mouse conjugado con HRP, A 4416, Sigma. Dilución 1/3000  

- Goat anti-rabbit conjugado con HRP, sc-2004, Santa Cruz Biotechnology. Dilución 

1/1000 

- Goat anti-rabbit conjugado con HRP, A 6154, Sigma. Dilución 1/3000  

 

 

Ensayo de fosforilación 

 

Marcación metabólica con 32P. Las células, cultivadas en placas de 60 mm, 

transfectadas y/o tratadas con los diferentes agentes genotóxicos y/o inhibidores de 

quinasas, fueron incubadas durante tres horas antes de la preparación de los extractos 

celulares con 0,5 mCi de 32P-ortofosfato de sodio. A diferentes tiempos post-tratamiento, 

según lo indicado en los ensayos, las células fueron lavadas dos veces con 1 ml de PBS frío 

y recolectadas en 1 ml de la misma solución. La suspensión de células fue centrifugada a 

5000 rpm 10 minutos a 4 ºC. El pellet de células fue lisado por el agregado de 60 μl de 

buffer RIPA (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%, deoxicolato de 

sodio 0.5%, SDS 0.1%, Cocktail de inhibidores de proteasa 1X (Calbiochem, Cat. Nro. 

539137) y conservado en hielo durante 30 minutos. Los lisados fueron centrifugados a 
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10000 rpm por 10 minutos a 4 ºC. Los sobrenadantes fueron trasvasados a tubos limpios y 

las proteínas cuantificadas mediante la técnica del ácido bicinconínico.  

 

Inmunoprecipitación de p19. A 100 μg de proteínas del lisado se las sometió a 

inmunoprecipitación con 1 μg del anticuerpo anti-p19 policlonal (rabbit, M-167, sc-1063, 

Santa Cruz Biotechnology), incubando la mezcla durante 2 horas a 4 ºC con rotación. 

Luego, se agregaron β0 μl de una solución de bolitas de agarosa acopladas a proteína A/G 

(sc-2003, Santa Cruz Biotechnology) incubándose durante toda la noche a 4 ºC con 

rotación. Los complejos inmunes se recuperaron por centrifugación a 1000 rpm por 5 

minutos a 4 ºC y se descartaron los sobrenadantes. El precipitado se lavó 3 veces con PBS 

y luego se resuspendió en β0 μl de PBS y en β0 μl de buffer de siembra 1X (Tris-HCl 50 

mM pH 6,8, ȕ-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%). 

 

Electroforesis en gel de poliacrilamida. En todos los casos las muestras fueron 

analizadas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se utilizó una 

cuba vertical de Life Technologies (GIBCO BRL Vertical Gel Electrophoresis Apparatus, 

Model V15.17). El gel separador (inferior) se preparó al 12% (13,2 ml de agua destilada 

estéril, 15,9 ml de solución de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 10 ml de Tris 1,5 M pH 

8,8, 0,4 ml de SDS 10%, 0,4 ml de persulfato de amonio 10% y 16 μl de TEMED), y el gel 

concentrador (superior) se preparó al 5% (6,8 ml de agua destilada estéril, 1,7 ml de 

solución de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 1,25 ml de Tris 1 M pH 6,8, 0,1 ml de SDS 

10%, 0,1 ml de persulfato de amonio 10% y 10 μl de TEMED). Las muestras, con el buffer 

de siembra, se hirvieron durante 10 minutos antes de sembrarlas en el gel. En uno de los 

pocillos se sembraron 5 μl del marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained 

Protein Ladder, Fermentas, Cat. Nro. SM0671). Luego se realizó la electroforesis, a 120 V, 

en buffer Tris-Glicina-SDS 1X (Tris base 25mM, glicina 250 mM pH 8,3, SDS 0,1%) 

hasta que el azul de bromofenol alcanzó el final del gel separador, aproximadamente 4 

horas. 

 

Secado del gel y exposición. Una vez concluida la separación electroforética, el gel 

fue colocado sobre un papel Whatman 3MM y secado al vacío y calor en un secador de 

geles (Slab Gel Dryer Model SE 1160, Pharmacia Biotech). Luego, el papel Whatman fue 
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envuelto con nylon impermeable y expuesto en un casette con pantalla radiográfica 

intensificadora (FUJIFILM) a temperatura ambiente entre 24 y 72 horas. Las pantallas 

fueron escaneadas en un analizador de imágenes Bio-Imaging Analyzer Fujifilm BAS-

1800II, y la radioactividad resultante se cuantificó utilizando el programa ImageJ, NIH. 

 

 

Ensayo de actividad quinasa de CDK5 

 

Para determinar la actividad de la quinasa CDK5 se utilizó como sustrato un 

péptido de la histona H1 conteniendo su sitio de fosforilación (PKTPKKAKKL), en 

presencia de la quinasa inmunoprecipitada de células SH-SY5Y ó HEK293, tal como se 

explica a continuación. 

 

Células SH-SY5Y fueron sembradas en placas de 60 mm y diferenciadas con 

ATRA 1 µM durante 6 días. Las células HEK293 plaqueadas también en cajas de 60 mm 

de diámetro a razón de 2 x 106 células por placa, fueron transfectadas 24 horas luego de la 

siembra y seleccionadas con puromicina por 48 horas antes de la realización del 

experimento. Al sexto día de diferenciación de las SH-SY5Y o luego de la selección en las 

HEK, las células fueron tratadas o no con diferentes agentes inhibidores y/o genotóxicos 

durante los tiempos indicados en cada experimento. Luego fueron lavadas dos veces con 1 

ml de PBS 1X frío y recolectadas en 1,5 ml de PBS 1X. Las muestras fueron centrifugadas 

a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC, el pellet resuspendido en 500 µl de buffer HB 

(MOPS 25 mM pH 7,2, EGTA 15 mM, Cl2Mg 15 mM, DTT 1 mM, Tritón-X 100 1%, NaF 

0,5 mM, ortovanadato de sodio 0,1 mM, PMSF 1 mM, cocktail inhibidores de proteasa 

1X) y mantenido 20 minutos en hielo. Luego de una centrifugación de 10 minutos a 10000 

rpm, el sobrenadante fue transvasado a un nuevo tubo y las proteínas cuantificadas 

mediante el método del ácido bicinconínico. Para la inmunoprecipitación, por cada 

reacción de fosforilación se utilizaron 0,5 mg de proteínas totales, 1 µg de anticuerpo anti-

CDK5 (policlonal, C-8, sc-173, Santa Cruz Biotechnology) y 20 µl de proteína A/G unida 

a bolitas de agarosa (sc-2003, Santa Cruz Biotechnology). La inmunoprecipitación se llevó 

a cabo con rotación durante 3 horas a 4 ºC, al cabo de las cuales los tubos fueron 

centrifugados, las bolitas de agarosa lavadas 3 veces con 100 µl de buffer HB y 
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resuspendidas en 15 µl de mismo buffer. A este volumen se le agregaron 15 µl del buffer 

de reacción HB 2X (MOPS 25 mM pH 7,2, EGTA 15 mM, Cl2Mg 15 mM, DTT 1 mM, 

Tritón-X 100 1%, NaF 0,5 mM, ortovanadato de sodio 0,1 mM, PMSF 1 mM, cocktail 

inhibidores de proteasa 1X, ATP 200 µM, [Ȗ-32P] ATP 1 µCi/µl (6000Ci/mmol, 10 Ci/μl), 

péptido H1 200 µM), el cual contiene los sustratos. Como control negativo se utilizó una 

mezcla conteniendo la quinasa sin el agregado del sustrato H1 y otra mezcla con el 

producto del proceso de inmunoprecipitación sin utilizar anticuerpo (sin la enzima 

inmunoprecipitada) pero con el sustrato. Las mezclas fueron incubadas a 30 ºC durante 30 

minutos. Luego, los incubados fueron absorbidos en papel de fosfocelulosa de 2 cm x 2 cm 

de tamaño y lavados 3 veces con agitación en 1 litro de H3PO4. Los papeles conteniendo 

las muestras fueron secadas, sumergidos en 1 ml de líquido centelleante Hi-Safe cada uno 

y la marca radioactiva en cada muestra fue determinada en un contador de centelleo. 

 

 

Determinación de la actividad transcripcional del promotor de p19INK4d 

 

Los plásmidos reporteros utilizados en este ensayo fueron los siguientes: p19CAT, 

el cual contiene 2250 pb correspondientes a la región promotora del gen de p19 humano 

río arriba del gen reportero cloranfenicol acetil-transferasa (CAT) en el vector pBLCAT6, 

y p19mutCAT, en el cual fueron mutados dos de los sitios de unión a E2F en el promotor 

de p19, TTTCCCGC a TTTCCTAC (-630/-629 del sitio de inicio de la traducción) y 

GCGCGACC a ATGCGACC (-685/-684). 

 

Transfección de células en cultivo. Células SH-SY5Y plaqueadas en cajas de 6 

pocillos de 3,5 cm de diámetro a una densidad de 5 x 105 células por pocillo, fueron 

diferenciadas durante 6 días con ATRA 1 µM tal como se explicó anteriormente. El DNA 

plasmídico fue introducido a las células en el día 5 de diferenciación utilizando el 

compuesto Policatión-polietilenimina (PEI), según las indicaciones del fabricante. Una 

hora antes de la transfección, el medio fue reemplazado por 2 ml de medio fresco 

completo. Por cada pocillo a transfectar se preparó un tubo conteniendo 200 µl de medio 

fresco sin suero junto con 15 µl del compuesto PEI, 4 µg del plásmido pCMV-ȕ-

galactosidasa, 4 µg del plásmido pBLCAT6 ó p19CAT ó p19mutCAT y 250 nM de 
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oligodeoxinucleótidos conteniendo la secuencia de reconocimiento para los factores de 

transcripción E2F salvaje (decoyE2F) o mutada (decoyE2Fmut) según se indica en el 

experimento. La cantidad final de DNA fue ajustada en todos los casos a 15 μg por pocillo, 

que fue completada con la cantidad necesaria de DNA “carrier” (DNA genómico de hígado 

de rata). Las preparaciones plasmídicas fueron mezcladas por agitación durante 15 

segundos y mantenidas a temperatura ambiente durante 15 minutos para permitir la 

formación de los complejos de DNA. Al cabo de ese tiempo, se agregaron los β00 μl de las 

correspondientes preparaciones de DNA a cada pocillo. Las células transfectadas fueron 

mantenidas aproximadamente 16 horas a 37 ºC. Al cabo de este período, el medio fue 

reemplazado por 1 ml de medio completo conteniendo o no el péptido ȕ-amiloide 10 µM 

final según se indica. Veinticuatro horas más tarde, las células fueron cosechadas para la 

preparación de los extractos celulares. 

 

Secuencia del oligo decoyE2F: 5’-ATG CGC GAA ACG CGT TTT CGC GTT TCG 

CGC ATA GTT TTC T-γ’  

Secuencian del oligo decoyE2Fmut: 5’-ATC TAA ACG CGT TTT CGC GTT TAG ATT 

ATA GTT TTC T-γ’ 

 

Preparación de extractos celulares. Las células fueron lavadas 3 veces con 1 ml de 

PBS frío. Posteriormente se agregaron 0,75 ml de Buffer TEN (Tris-HCl 20 mM pH 8, 

NaCl 100 mM y EDTA 1 mM) frío para favorecer el despegado de las células. Luego de 

cosechar las células en tubos eppendorf, las mismas fueron centrifugadas a 5000 rpm 

durante 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue eliminado por aspiración y el pellet celular 

resuspendido en β00 μl de buffer Tris-HCl 250 mM pH 7,5 conteniendo glicerol 15%. Las 

células fueron lisadas sometiéndolas a 3 ciclos consecutivos de 5 minutos cada uno de 

congelamiento/descongelamiento en nitrógeno líquido y baño de agua a 37 ºC, 

respectivamente, agitando vigorosamente cada vez. Finalmente, los tubos se centrifugaron 

a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC para eliminar el debris celular. El sobrenadante así 

obtenido se dividió en dos alícuotas para la posterior determinación de actividad de ȕ-

galactosidasa y actividad de cloranfenicol acetil-transferasa (CAT). 
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Determinación de la actividad de β-galactosidasa. La actividad de la enzima ȕ-

galactosidasa se determinó mediante un ensayo colorimétrico en el cual se cuantifica el 

sustrato cromogénico liberado por hidrólisis. La reacción se llevó a cabo en una mezcla 

conteniendo 65 μl del extracto, 1 ml de buffer PMβ (buffer fosfato 0,1 M pH 7,0, KCl 10 

mM y MgSO4 1 mM), 1 mg del sustrato ortonitrofenil-ȕ-galactopiranósido (ONPG) y 1 μl 

de ȕ-mercaptoetanol. La reacción se desarrolló a 37 ºC hasta la aparición de color amarillo, 

aproximadamente luego de 3-4 horas. Se registró el tiempo de reacción y se midió la 

absorbancia a 420 nm. La actividad específica de la enzima ȕ-galactosidasa fue calculada 

según: (A420 muestra - A420 control)/μl x hora. 

 

Determinación de la actividad de cloranfenicol acetil-transferasa (CAT). La 

actividad de la enzima CAT fue determinada según el método descripto por Seed y Sheen, 

1988 (Seed and Sheen, 1988). El extracto celular fue previamente calentado a 65 ºC 

durante 5 minutos, con el propósito de inactivar las acetilasas endógenas. Se enfrió 

inmediatamente en hielo durante 5 minutos y se centrifugó 10 minutos a 10000 rpm a 4 ºC 

para eliminar las proteínas desnaturalizadas. La actividad CAT fue determinada en 50 μl de 

sobrenadante en una mezcla de reacción conteniendo  20 µl de Tris-HCl 100 mM pH 8, 10 

µl de butiril-CoA 0,25 mg/ml y 20 µl de 200 nCi de 3H- cloranfenicol (60 Ci/mmol, 0,01 

mCi/ml) e incubando 120 minutos a 37 ºC. La reacción fue detenida por el agregado de 

β00 μl de xileno. Luego de agitar vigorosamente, los incubados fueron centrifugados a 

15000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. Se separó la fase orgánica, la que fue sometida a una 

extracción reversa mediante el agregado de β00 μl de H2O. Luego de agitar y centrifugar 

bajo las mismas condiciones, 150 µl de la fase orgánica resultante, conteniendo los 

derivados butirilados de 3H-cloranfenicol, fueron colocados en viales con líquido 

centellante a base de tolueno (PPO 0,4%, dimetil POPOP 0,05% en tolueno) contándose la 

radioactividad en un contador de centelleo líquido. La actividad específica de CAT se 

determinó como (dpm muestra - dpm control pBLCAT6)/μl x minuto. Las unidades CAT 

fueron normalizadas con las unidades ȕ-gal, para ajustar los resultados de acuerdo con la 

eficiencia de transfección en cada caso. 
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Extracto celular total y extracción de la cromatina 

 

Preparación del extracto celular total. Células SH-SY5Y diferenciadas y 

sembradas en placas de 100 mm de diámetro, fueron cosechadas en tubos falcon de 15 ml 

y cuantificadas. El volumen de la suspensión celular correspondiente a 3 x 106 células fue 

centrifugado 10 minutos a 5000 rpm. El pellet fue resuspendido en 300 µl de buffer de 

siembra 2X (Tris-HCl 50 mM pH 6,8, glicerol 10%, SDS 2%, Azul bromofenol 0,3%, ȕ-

mercaptoetanol 0,28 M) y sonicado 3 veces en un sonicador Fisher Sonic Dismembrator 

Model 300 durante 15 segundos a 50% de potencia, alternando 15 segundos de reposo en 

hielo. Las muestras fueron guardadas a -20 ºC hasta su utilización. 25 µl de muestra  

fueron utilizados para la electroforesis en gel de poliacrilamida.    

 

Fraccionamiento subcelular y extracción de la cromatina. Células SH-SY5Y 

diferenciadas y sembradas en placas de 100 mm de diámetro, fueron cosechadas en tubos 

falcon de 15 ml y cuantificadas. El volumen de la suspensión celular correspondiente a 1 x 

107 células fue centrifugado 10 minutos a 5000 rpm. El pellet celular fue resuspendido en 

300 µl de buffer A con tritón (HEPES 10 mM pH 7,9, KCl 1,5 mM, MgCl2 1,5 mM, 

sacarosa 0,34 M, glicerol 10%, DTT 1mM, Cocktail de inhibidores de proteasa 1X, tritón 

X-100 0,1 %) e incubado durante 5 minutos en hielo. Los núcleos fueron recolectados en el 

pellet (P1) luego de centrifugar las muestras a baja velocidad  (4 minutos a 1300 x g, 4 ºC). 

El sobrenadante obtenido (S1) fue centrifugada a alta velocidad (15 minutos a 20000 x g, 4 

ºC) para eliminar agregados insolubles y debris celulares. El sobrenadante obtenido (S2), 

correspondiente a la fracción citoplasmática, fue guardado a -20 ºC hasta su utilización. La 

fracción nuclear (P1) fue lavada una vez con 300µl de buffer A (sin tritón ni inhibidores de 

proteasas), resuspendida en 200 µl de buffer B (EDTA 3 mM, EGTA 0,2 mM, DTT 1 mM, 

Cocktail de inhibidores de proteasa 1X) e incubada durante 30 minutos en hielo. La 

fracción correspondiente al nucleoplasma fue recolectada en el sobrenadante (S3) luego de 

centrifugar las muestras a baja velocidad (5 minutos a 1700 x g, 4 ºC). El pellet fue lavado 

una vez con 200 µl de buffer B y centrifugado nuevamente en las mismas condiciones. La 

pellet obtenido y correspondiente a la fracción cromatínica (P3) fue resuspendido en 300 µl 

de buffer de siembra 2X y luego sonicado una vez durante 15 segundos a 50% de potencia. 

Tanto el nucleoplasma como la cromatina fueron guardados a -20 ºC hasta su utilización.  
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Inmunofluorescencia  

 

Células SH-SY5Y fueron sembradas sobre cubreobjetos a 40% de confluencia y 

dejadas en reposo 24 horas para permitir la adherencia al mismo. Luego fueron 

diferenciadas con ATRA 1 µM durante 6 días. En los tiempos indicados las células fueron 

lavadas con PBS y fijadas con paraformaldehído 4% en PBS durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Luego de lavar dos veces con PBS las células fueron 

permeabilizadas con 0,1% Triton X-100 en PBS por 10 minutos, lavadas e incubadas por 1 

hora a temperatura ambiente en solución de bloqueo (2% seroalbúmina bovina, BSA, en 

PBS 1X). Luego, incubadas con anticuerpo policlonal anti-MAP-2 (Cell Signaling, Cat. 

No. 4542) diluído 1/100 en solución de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Las células fueron lavadas tres veces con 0,1% Triton X-100 en PBS, por 10 minutos cada 

lavado, antes de incubarlas durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 

conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen) diluído 1/1000 en solución de bloqueo a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Luego de lavar tres veces con 0,1% Triton X-100 en 

PBS por 10 minutos, los núcleos fueron teñidos con DAPI (1 µg/ml final en PBS) durante 

10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y finalmente las células fueron montadas 

con Mowiol 4-88 (Calbiochem). Los preparados fueron observados con un microscopio 

Eclipse E600W Nikon y las imágenes adquiridas con una cámara digital Coolpix 5000 

Nikon. 

 

 

Síntesis de DNA no programada (UDS, Unscheduled DNA Synthesis) 

  

 El término “Síntesis de DNA No Programanda” se emplea para describir la síntesis 

de DNA que ocurre fuera de la fase S del ciclo celular, es decir, fuera la replicación 

semiconservativa del DNA. Esta síntesis, que proviene de los mecanismos de reparación 

que se activan en presencia de daño al DNA, puede ser detectada por incorporación de 3H-

timidina en el DNA, inhibiendo previamente la replicación. En nuestro caso, la inhibición 

de la replicación está dada por el proceso de diferenciación de las células de neuroblastoma 

con ATRA. 
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Células SH-SY5Y estables para p19, plaqueadas en placas de 6 pocillos a una 

densidad aproximada de 1 x 106 por pocillo, y luego de 5 días de diferenciación, fueron 

incubadas durante 16 horas en medio con 0,5% SFB conteniendo ZnCl2 100 µM. Al cabo 

de ese tiempo, el medio fue reemplazado por medio fresco con 0,5% SFB, conteniendo o 

no los agentes genotóxicos y/o inhibidores indicados en cada caso junto con 3H-timidina 

10 μCi/ml. La diferenciación de las células de neuroblastoma lleva al arresto de su ciclo 

celular, por lo que la incorporación de 3H-timidina observada se debe a la reparación y no a 

la síntesis de DNA semiconservativa. En los tiempos indicados, se tomaron muestras y se 

determinó la incorporación de 3H-timidina. Las células fueron lavadas 3 veces con 1 ml 

PBS frío, cosechadas con 1 ml de PBS y centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. Luego 

fueron lisadas con 500 μl de TCA 5% por γ0 minutos y centrifugadas a 10000 rpm por 10 

minutos. El pellet fue lavado dos veces con agua fría y resuspendido en 50 μl de NaOH 1 

M. La radioactividad incorporada fue cuantificada en un contador de centelleo. La 

reparación del DNA fue estimada como dpm/μg de proteína. 

 

Los cultivos neuronales primarios hipocampales de rata de 2-3 días fueron 

transfectados con el oligonucleótido ASp19 o control, como se explicó anteriormente. 

Luego de 24 horas, las células fueron tratadas o no con los diferentes agentes genotóxicos e 

incubadas con 3H-timidina 10 μCi/ml. A los tiempos indicados se cosecharon las células y 

se determinó la reparación de DNA tal como se indicó en el párrafo anterior. 

 

 

Ensayo de actividad de la enzima caspasa-3 

 

Para evaluar el nivel de apoptosis en las células luego del tratamiento con daño se 

determinó la actividad de la enzima caspasa-3. El ensayo fue realizado como fue descripto 

previamente, con algunas modificaciones (Chen et al., 2005). Las células SH-SY5Y 

estables para p19 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos a razón de 1 x 106 

células/pocillo. Luego de 5 días de diferenciación, las células fueron incubadas con ZnCl2 

100 µM durante 16 horas. Al cabo de ese tiempo, las células fueron tratadas con los 

distintos agentes genotóxicos por 24 horas. Luego, fueron cosechadas y lavadas 1 vez con 

PBS y resuspendidas en γβ5 μl de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, 
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EGTA 10 mM, digitonina 10 μM, PMSF 500 μM, bisbenzamida 10 μg/ml, pepstatina 10 

μg/ml y aprotinina 10 μg/ml) en los tiempos indicados, incubadas γ0 minutos a γ7 ºC y 

centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos. La actividad de caspasa-3 fue determinada con 

146 μl del lisado celular utilizando 100 μM del sustrato sintético Ac-DEVD-pNA (Sigma) 

en 150 µl de buffer de reacción (HEPES 100 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM, ditiotreitol 5 

mM y glicerol 20% v/v) en un volumen final de γ00 μl incubando la mezcla a γ7 ºC por 6 

horas. La aparición de color amarillo, indicativo de la actividad de caspasa-3, fue 

cuantificada en espectrofotómetro a 405 nm. La actividad de caspasa-3 fue estimada como 

A405nm/μg proteína x hora. 

 

Las neuronas hipocampales de rata fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a una 

densidad aproximada de 5 x 105 células por pocillo. Luego de 2-3 días de cultivo, las 

células fueron transfectadas con el oligonucleótido ASp19 o control, tal como se indicó 

anteriormente. A las 24 horas, las células fueron tratadas o no con los diferentes agentes 

genotóxicos. Se tomaron muestras a diferentes tiempos, según se indica en el experimento, 

y se determinó la actividad de la enzima caspasa-3 tal como se explicó en el párrafo 

anterior. 

 

 

Ensayo de MTT: estimación de viabilidad celular 

 

 La viabilidad celular fue estimada con el ensayo de bromuro de 3-[4,5 

dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Brevemente, este es un ensayo 

colorimétrico que cuantifica la reducción del MTT por la mitocondria de células viables en 

cristales insolubles de color morado. El color es evaluado por espectrofotometría y se 

obtiene una relación lineal entre el número de células y la absorbancia medida. También 

puede ser empleado para evaluar muerte celular medida por agentes dañadores del DNA 

(Plumb, 2004b). 

 

Los clones de células SH-SY5Y estables para p19 fueron sembradas en placas de 

24 pocillos a razón de 1,2 x 105 células/pocillo. Luego de 5 días de diferenciación, las 

células fueron incubadas con ZnCl2 100 µM durante 16 horas. Al cabo de ese tiempo, las 
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células fueron tratadas con neocarzinostatina 50 ng/ml y la supervivencia celular fue 

evaluada, en los diferentes tiempos, reemplazando el medio de cultivo con 300 µl de medio 

fresco conteniendo MTT (Sigma) 0,5 mg/ml, e incubando las células otras 2-4 horas. El 

medio y el MTT fueron removidos y se agregaron 500 μl de isopropanol para disolver el 

precipitado de MTT reducido. Las placas fueron agitadas 15 minutos y la absorbancia en el 

solvente fue determinada a 570 nm. El blanco fue calculado utilizando mediciones a dos 

longitudes de onda a 570 y 650 nm.  

 

Las neuronas hipocampales de rata fueron plaqueadas en placas de 96 pocillos a 

razón de 4 x 104 células por pocillo. A los dos días de cultivo, las células fueron 

transfectadas con el oligonucleótido ASp19 o control tal como se explicó anteriormente. 

Luego de 24 horas, las células fueron dañadas con diferentes agentes genotóxicos y la 

supervivencia celular fue evaluada, en los diferentes tiempos, reemplazando el medio de 

cultivo con 150 µl de medio fresco conteniendo MTT (Sigma) 0,5 mg/ml, tal como se 

explicó anteriormente. Se incluyeron controles de células no tratadas y de medio 

únicamente.  

 

 

Ensayo clonogénico 

 

El ensayo clonogénico se utiliza para evaluar supervivencia celular y se basa en la 

habilidad de una única célula de generar una colonia de por lo menos 50 células. Este 

método permite estudiar la resistencia de las células a un amplio número de agentes 

citotóxicos. Las células tratadas y diluidas adecuadamente son incubadas de 1 a 3 semanas 

para permitir la formación de las colonias (Franken et al., 2006; Plumb, 2004a). 

 

Para determinar la supervivencia celular mediante este ensayo, células SH-SY5Y 

estables para p19 antisentido fueron sembradas diluidas de modo de que queden aisladas 

(aprox. 1000 células/pocillo) en placas de 6 pocillos. El aumento o la disminución de los 

niveles de p19 se lograron mediante la inducción del promotor de MT con ZnCl2 100 µM 

durante 16 horas. Luego se trató a las células con diferentes concentraciones del 

genotóxico neocarzinostatina, según se indica, por 12 horas. Al cabo de ese tiempo, el 
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medio fue reemplazado por medio fresco libre del genotóxico y de ZnCl2. Las células 

fueron incubadas a 37 ºC durante 15 días. Al cabo de este período las células fueron fijadas 

con formaldehído al 10% y teñidas con el colorante cristal violeta (5 mg/ml en etanol) para 

poder cuantificar la cantidad de clones supervivientes. Las colonias que contenían más de 

50 células fueron consideradas como derivadas de células clonogénicamente activas. Las 

colonias fueron cuantificadas mediante el programa Clono-Counter siguiendo las 

indicaciones de los autores. Cabe destacar que las dosis utilizadas de neocarzinostatina son 

diez veces inferiores a las utilizadas en otros ensayos, debido a la sensibilidad que 

muestran las células diluidas a este genotóxico 

 

 

Estereotaxis 

  

Los ensayos de extereotaxis fueron realizados en colaboración con el grupo del 

Doctor Arturo Romano, Laboratorio de Neurobiología de la Memoria, Departamento de 

Fisiología, Biología Molecular y Celular, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, 

Universidad de Buenos Aires. 

 

Animales. Los experimentos fueron realizados en ratones C56BL/6 machos de 

aproximadamente 12 semanas de edad y 25-30 gr de peso obtenidos del Bioterio Central de 

la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Los animales fueron mantenidos, a lo largo de 

los experimentos, en jaulas individuales con agua y comida ad libitum, bajo ciclos de 

luz/oscuridad de 12 horas (luz a partir de las 8 a.m.) y una temperatura de 21-22 ºC. Los 

experimentos se realizaron en concordancia con regulaciones locales y con la Guía para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del NIH (Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals, National Institutes of Health, publicación 80-23/96). Se hicieron 

esfuerzos para minimizar el sufrimiento animal y para reducir el número de ratones 

utilizados. 

 

Cirugía e implante de cánulas. Los animales fueron sometidos a una cirugía en la 

que se les implantaron cánulas guía, ubicadas a 1 mm en dirección dorsal a la zona de 

interés. Dicha zona fue el hipocampo dorsal, por lo que el implante fue bilateral. La cirugía 
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se realizó en animales profundamente anestesiados con una mezcla de ketamina 

(Ketafine®, 5% P/V, 70 µl por animal) y clorhidrato de xilacina (Xilacina®, 20 mg/ml, 10 

µl por animal). Se implantaron de manera permanente cánulas guía 23 G de 8 mm de largo. 

Las coordenadas utilizadas fueron  A −1.9 mm, L ± 1.2 mm, V 1.2 mm según el atlas de 

Franklin y Paxinos (Franklin and Paxinos, 2001). Luego de realizar las perforaciones en las 

posiciones indicadas, y de colocar las cánulas, las mismas fueron fijadas con acrílico 

dental. Los experimentos fueron realizados cinco días luego de la cirugía, para lograr la 

recuperación completa del animal (de la Fuente et al., 2011). 

 

Inyección del oligonucleótido y del genotóxico. Las inyecciones fueron realizadas 

sin anestesia. El dispositivo de infusión consistía en una aguja 30 G de 9 mm (1 mm más 

larga que la cánula guía), conectada a una jeringa Hamilton de 5 µl por una tubuladura de 

diámetro pequeño. Inicialmente este dispositivo fue llenado con agua destilada, y una 

burbuja de aire fue succionada hacia la aguja de inyección, de manera de separar 

físicamente el agua de la sustancia a infundir. Luego de la burbuja, se succionó la 

sustancia. La visualización de la burbuja de aire permitió la inspección del proceso de 

inyección. Durante la infusión, se sujetó delicada pero firmemente a los animales, para 

disminuir el estrés. La cánula de infusión fue introducida en la cánula guía. El proceso de 

infusión tomó alrededor de dos minutos y medio y las infusiones fueron realizadas 

manualmente. La aguja de infusión fue retirada 60 segundos después de finalizada la 

infusión, para evitar reflujo y asegurar la difusión de la droga. El volumen infundido en 

cada hemi-hipocampo fue de 0.5 µl. Se utilizaron distintos dispositivos para la 

administración de los oligonucleótidos, el genotóxico o el vehículo. 

 

Oligodeoxinucleótidos ASp19, ASp19Scr y neocarzinostatina. El oligonucleótido 

antisentido para el mRNA de p19 es específico para la secuencia que incluye el sitio de 

inicio de la traducción. El respectivo scrambled control contiene idéntica composición de 

bases pero en un orden aleatorio, y la misma no muestra homología de secuencias en la 

base de datos del GenBank. Los oligonucleótidos fueron fosforotiolados en las últimas tres 

bases de ambos extremos 5´ y 3´ para una mayor estabilidad (Chen et al., 2011). Los 

mismos fueron disueltos a una concentración de 1 mM en solución salina de Hanks. La 

masa inyectada de los oligonucleótidos fue de 0,5 nmoles en un volumen de inyección de 
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0,5 µl. Para lograr la concentración efectiva de 25 ng/ml de neocarzinostatina, se 

inyectaron 0,5 µl de una solución 50 ng/ml del genotóxico disuelto en solución salina de 

Hanks. La solución salina fue utilizada como vehículo en todos los casos. Los 

oligonucleótidos fueron inyectados 16 horas previas a la inyección del genotóxico. 

Oligodeoxinucleótido ASp19: 5´-AGA AGC ATA GTG GAT ACC GG-3´  

Oligodeoxinucleótido ASp19Scr: 5´-ACA AGT TGG ACA CGG GAG AT-3  ́ 

 

Preparación de extractos proteicos de hipocampo. Los hipocampos extraídos 

luego de las correspondientes inyecciones fueron homogeneizados en un potter de 2 cm3 

con 300 µl de solución de SDS 2% pH 6,8. Los homogenatos fueron trasvasaron a tubos 

eppendorf y calentados en termobloque a 70 ºC durante 10 minutos. Luego fueron 

centrifugados a 12000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente para eliminar 

impurezas. Las proteínas fueron cuantificadas mediante la técnica del ácido bicinconínico. 

 

Perfusión, fijación y cortes de cerebro. Veinticuatro horas luego de la inyección de 

neocarzinostatina, los ratones fueron anestesiados y perfundidos con 30-40 ml de solución 

de fijación a 0 ºC (paraformaldehído 4% y sacarosa 4% en PBS 1X). Los cerebros fueron 

removidos y mantenidos en solución de fijación O.N. a 4 ºC. Posteriormente se realizaron 

cortes coronales de 60 µm de espesor con un vibrátomo Campdem Instruments Integraslice 

7550 PSDS. Los cortes fueron mantenidos a -20 ºC en placas de 96 pocillos con solución 

crioprotectora (250 ml de glicerina, 300 ml de etilenglicol y 500 ml de buffer fosfato 0,1 M 

pH 7,0) hasta su utilización. 

 

Inmunofluorescencia en cortes de cerebro en flotación (free-floating). Los cortes 

correspondientes a la zona de la cánula en el hipocampo fueron incubados en solución de 

bloqueo (suero de cabra 5%, Tritón X-100 0,3% en PBS 1X) por 1 hora a temperatura 

ambiente y en agitación. Luego fueron incubados con la dilución correspondiente del 

anticuerpo primario en solución de bloqueo por 48 horas, con agitación y a temperatura 

ambiente durante el día y a 4 ºC durante la noche. Los cortes fueron lavados dos veces con 

Tritón X-100 0,025% en PBS 1X durante 15 minutos cada lavado en agitación. Luego 

fueron incubados, con agitación, durante 1 hora con la dilución correspondiente del 

anticuerpo secundario en solución de bloqueo y protegidos de la luz. Al cabo de ese 
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tiempo, los cortes fueron lavados durante 15 minutos primero con solución de lavado y 

luego con DAPI 2 µg/ml en solución de lavado y en agitación siempre protegidos de la luz. 

Luego de un lavado en PBS 1X de 10 minutos y sin agitación, los cortes fueron montados 

en portaobjetos con solución de montaje (glicerol:PBS 1:1). Los preparados fueron 

observados con magnificación 40X y 100X en un microscopio Eclipse E600W Nikon y las 

imágenes adquiridas con una cámara digital Coolpix 5000 Nikon. Las intensidades de la 

señal para ȖHβAX y los núcleos fueron cuantificados utilizando el programa ImageJ (NIH) 

en las imágenes con magnificación 100X. En todas las fotos se cuantificó la señal en una 

superficie de 204000 µm2 en la zona CA1 de hipocampo. El promedio de células 

cuantificadas en esa superficie por corte fue de 1065. Se analizaron y cuantificaron 

aproximadamente 6 cortes por hipocampo. 

Anticuerpo primario : anti-fosfo-H2A.X (Ser139) monoclonal (ratón), Clon JBW301, Cat. 

Nro. 05-636, Upstate. Dilución 1/200. 

Anticuerpo secundario: anti-IgG de ratón conjugado a Alexa Fluor 594 (Invitrogen). 

Dilución 1/1000 
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