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Resumen.

La mayoria de los estimulos intrfnsecos de muerte celular convergen en la
activacion de proteinas pro-apoptoticas de la familia BCL-2 en la membrana externa de
la mitocondria. Esto produce la liberacién de citocromo ¢ hacia el citoplasma y la
consiguiente activacion de caspasas. Las proteinas pro-apoptéticas BAX y BAK
constituyen el ntcleo en el cual convergen los diferentes estimulos apoptoticos
intrinsecos. El estrés cronico del reticulo endoplasmético (RE) produce una regulacion
positiva de proteinas pro-apoptéticas BH3-only que llevan a un activacién de BAX y
BAK en la mitocondria. En este trabajo se presentan evidencias que sugieren la
existencia de apoptosis gatillada especificamente por estimulos que producen estrés de
RE en condiciones de privacion de suero en células doble deficientes en BAX y BAK.
Esta apoptosis pudo ser revertida parcialmente con inhibidores de caspasas, sin embargo,
result6 insensible a la expresion de proteinas pro-apoptéticas BH3-only. Cabe destacar
que Ia muerte celular independiente de BAX/BAK no se vi6 afectada por tratamientos
con ciclosporina A o mediante el silenciamiento del gen de ciclofilina D, un componente
esencial del poro de transicién permeable de la mitocondria. Nuestros resultados
sugieren la existencia de una via alternativa de apoptosis mitocondrial que es gatillada
por estrés de RE en condiciones de privacion de suero, la cual es independiente de

ciclofilina D y de proteinas pro=apoptéticas de la familia BCL=2.




Abstract.

Most intrinsic death signals converge into the activation of pro-apoptotic BCL-2
family members at the mitochondria, resulting in the release of cytochrome ¢ and
caspases activation. Pro-apoptotic BEL-2 family member BAX and BAK constitute an
essential gateway to the mitochondrial-mediated apoptosis pathway. Chronic
endoplasmic reticulum (ER) stress leads to apoptosis through the upregulation of a
subset of pro-apoptotic BH3-only proteins, which activate BAX and BAK at the
mitochondria. Here we present evidence indicating the engagement of ER stress-
dependent apoptosis in BAX and BAK double knockout {DKO). cells when stress
stimulation is performed under mild serum withdrawal, a phenomenon that was not
observed with other intrinsic death stimuli. Apoptosis under these conditions was
blocked by general caspase inhibitors but was insensitive to BH3-only proteins
expression. Interestingly, BAX/BAK-independent apoptosis was unaffected by
cyclosporin A treatments or cyclophilin D knockdown, an essential component of the
mitochondrial membrane permeability transition pore. Our results suggest the existence
of an alternative intrinsic apoptosis pathway emerging from the mitochondria induced by
ER stress and serum withdrawal that is independent of cyclophilin D and BCE-2 family

pro-apoptotic proteins expression.




1. Introduccién.

1.1 Apoptosis.

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada conservada a través de
todos los metazoos. La apoptosis es esencial para la homeostasis celular en los tejidos en
desarrollo y a lo largo de la adultez de los organismos multicelulares (Danial and
Korsmeyer, 2004). Por ejemplo, la muerte celular por apoptosis es crucial durante el
desarrollo en la morfogénesis de los tejidos y la mantencién de la funcién del sistema
inmune, entre otros (Opferman and Korsmeyer, 2003). Sin embargo, mediante ensayos
de ganacia y pérdida de funcién de genes involucrados en la regulacién de la apoptosis
en ratones y estudios genéticos en pacientes, se ha visto que la desregulacion de este
proceso puede desencadenar diferentes patologias. Por ejemplo, una disminucién de la
apoptosis puede contribuir a la formacién de tumores debido a Ia inmortalizacién celular
y la replicacién descontrolada de la célula llevando al cancer o enfermedades
autoinmunes. Por el contrario, el aceleramiento de este proceso podria conducir al
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, la inmunodeficiencia y también a la
infertilidad (Youle and Strasser, 2008).

La apoptosis fue inicialmente definida durante el desarrollo, basado en Ia
observacion de manifestaciones morfoldgicas en la célula como arredondamiento de Ia
celula, retraccion de pseuddpodos, reduccién del volumen celular y nuclear,
fragmentacion nuclear y pérdida de la integridad de la membrana plasmatica (Kerretal,

1972). Ademas, existen marcadores bioquimicos de la apoptosis como son la activacion




masiva de ciertas proteasas llamadas caspasas, la pérdida del potencial mitocondrial, Ia
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y la exposicién de
fosfatidilserinas hacia el exterior celular (Kroemer et al., 2009).

Existen dos vias generales de transduccion de sefiales que Hevan 2 la induccion
de la apoptosis: las vias intrinseca y extrinseca (Green, 2000). Ambas rutas
desencadenan en la activacion de un grupo de cisteina-proteasas, denominadas caspasas,
que a través del corte proteolitico de proteinas en sus residuos aspartato desmantelan
irreversiblemente diferentes estructuras celulares necesarias para la sobrevivencia
celular. Por ejemplo, las caspasas son las encargadas de desmantelar la l4mina nuclear
en donde se organiza la cromatina, ademdas de inactivar diferentes proteinas
estructurales involucradas en el citoesqueleto. Por otro lado, la activacién de las
caspasas lleva a la activacién de la DNAsa CAD (DNasa activada por caspasas), lo que
promueve a la degradacion del ADN en un patrén internucleosémico (Thomberry and
Lazebnik, 1998).

En la via extrinseca, la muerte celular es gatillada por estimulos externos, a
través de la unién de un ligando como el factor de necrosis tumoral (o TNF de sus siglas
en inglés, Tumor Necrosis Factor) o ligando Fas con su receptor (TNFR o Eas,
respectivamente). Estos receptores poseen un dominio de muerte intracelular que recluta
a diferentes adaptadores, llevando a la unién y activacién conformacional de caspasas
iniciadoras como la caspasa-8. Esto inicia una cascada amplificadora de la sefial
mediada por la activacidn por protedlisis de caspasas efectoras, como caspasa-3, -6 0 -7,
las que ejecutan la muerte celular. En el caso de la via intrinseca, la apoptosis puede

ocurrir por estimulos intracelulares como infeccién viral, dafio del ADN, privacién de




factores de crecimiento, estrés de reticulo endoplasmatico (RE) o activacion de
programas genéticos. Como se vera mas adelante, estos estimulos Ilevan finalmente a la
activacion de la caspasa iniciadora, caspasa-9, con la posterior activacién proteolitica de

€aspasas ejecutoras (Green, 2000).

1.2 Rol de la mitocondria en la via intrinseca de apoptosis.

La via de apoptosis intrinseca también es conocida como la via mitocondrial, ya
que los estimulos que causan este tipo de apoptosis llevan a la permeabilizacion de la
membrana externa de la mitocondria, lo que a su vez produce Ia liberacion de proteinas
como SMAC/DIABLO (del inglés Second Mitochondria-derived Activator of
Caspases/Direct IAP-binding protein with low pl)), AIF (del inglés Apoptotic Inducing
Factor) y citocromo ¢ desde el espacio intermembrana de la mitocondria hacia el
citoplasma. En el citoplasma, el citocromo ¢ une a una proteina adaptadora llamada
APAF1 (de las siglas en inglés Apoptotic Protease Acti‘vati’ng Factor 1) formando un
anillo heptamérico que recluta a pro-caspasas-9. Este complejo es conocido como
apoptosoma y es esencial para la activacion de la apoptosis (Bao and Shi, 2007). La
uni6n de la pro-caspasa-9 al anillo heptamérico provoca un cambio conformacional en Ia
pro-caspasa-9, permitiendo su dimerizacion, generando caspasa-9 activa (Figura 1B).
Esta caspasa iniciadora, luego activa directamente a las caspasas efectoras caspasa-3 y
caspasa-7 mediante corte proteolitico (Wang, 2001).

La importancia de los componentes del apoptosoma en la via intrinsica se

ejemplifica en los fenotipos descritos de células deficientes para citocromo c (Li et al.,




2000), apaf-1 (Yoshida et al., 1998), caspasa-9 (Kuida et al., 1998) o caspasa-3 (Kuida
et al., 1996). Estas células son resistentes a desarrollar apoptosis mediada por una

variedad de estimulos de muerte celular intrinsecos.

-~

1.3 Regulacién de la via intrinseca de apoptosis por la familia BCL-2.

Todo proceso esencial para la sobrevivencia de una célula es altamente regulado
¥y los procesos relacionados con la via intrinseca de apoptosis no son la excepcion. Asi,
la decision de una célula de “cometer suicidio” es altamente controlado por proteinas de
la familia BCL-2 (por las siglas en inglés B-cell lymphoma-2, ya que fue descubierta
como una traslocacién cromosomal en lymphomas de células B). Las proteinas de la
familia BCL-2 ejercen su regulacién de la muerte celular rio arriba de Ia mitocondria,
regulando la translocacién de citocromo ¢ hacia el citoplasma. En términos generales, la
familia BCL-2 esta formada por miembros tanto anti- como pro-apoptoticos. Esta
familia est4 definida por su miembro fundador BCL-2 (Tsujimoto et al., 1985; Vaux et
al., 1988), donde sus componentes pueden compartir hasta cuatro dominios a-hélices de
homologia con BCL-2, llamados dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 (por las siglas en
inglés BCL-2 homology domains, Figura 14).

Dentro de la primera clase, los que inhiben la apoptosis (anti-apoptdticas), se
encuentra BCL=2 ademds de BCL=X;, MCl=1, A1, entre otros. Este subgrupo. posee
homologia en los 4 dominios, desde el dominio BH1 hasta BH4 (Figura 1A). La segunda
clase, la de las proteinas que inducen apoptosis, posee dos subgrupos. Primero estén los

miembros pro-apoptoticos de multidominio BAX, BAK y BOK. Estos poseen




homologia en los dominios BH1 hasta BH3. El segundo subgrupo pro-apoptdtico es
llamado proteinas “BH3-only”, ya que poseen homologia solo en el dominio BH3 (por
ejemplo BIM, PUMA, BAD y BID, Figura 1A).

Evidencias genéticas han demostrado que las protefnas BAX y BAK son
esenciales para la activacion de la apoptosis ya que células doble-deficientes en estas
proteinas son altamente resistentes a estimulos de muerte intrinsecos (Wei et al., 2001).
La activaciéon de BAX y BAK est4 directamente regulada por las proteinas BH3-only,
las que acttian como moduladores rio arriba de esta via (Figura 1B). En un estado basal,
sin sefiales de muerte, los niveles de proteinas BH3-only son bajas y las existentes se
encuentran asociadas a proteinas anti-apoptdticas de la familia BCL-2, las que inhiben
su funcién pro-apoptotica (Cheng et al., 2001; Letai et al., 2002). BAX se encuentra
como monomero en el citoplasma y BAK se localiza en la membrana de la mitocondria
donde estd inhibido mediante su asociacién con VDAC-2, un canal dependiente de
diferencia de potencial ani6énico (Cheng et al., 2003).

Diferentes sefiales de dafio celular llevan a una regulacion positiva de las
proteinas BH3-only. Esta activacién puede ser transcripcional, como es el caso de
NOXA y PUMA, las que son inducidas por el factor transcripeional p53 en respuesta a
dafio irreversible al ADN (Michalak et al., 2008). Otro ejemplo es la proteina BH3-only
BIM, Ila cual es inducida transcripcionalmente en células bajo estrés del reticulo
endoplasmico (RE) (Puthalakath et al., 2007). La activacion de proteinas BH3-only
también puede ser regulada a nivel post-traduccional (Kutuk and Letai, 2008). Por
ejemplo, la proteina BAD es activada por desfosforilacién en respuesta a falta de

factores de crecimiento. Por otro lado, la proteina BH3-only BID es activada por




proteolisis mediada por caspasa-8, generando la forma truncada pro-apoptética tBID.
Por dltimo, BIM también es activada por fosforilacion y disociacién del complejo motor
de dineina (Puthalakath et al., 1999),

Las proteinas BH3-only a su vez pueden ser subdivididas en dos grupos de
acuerdo a su funcién. Estan las BH3-only sensibilizadoras que modulan la apoptosis
regulando a BAX/BAK indirectamente (BAD, NOXA, BMF y BIK) y las activadoras
que inducen directamente apoptosis mediada por BAX y BAK (como BIM, PUMA y t-
BID) (Kim et al., 2006; Letai et al., 2002) (Figura 1B). La diferencia entre las proteinas
BH3-only activadoras y sensibilizadoras reside en que las primeras pueden activar a
BAX/BAK de manera directa, mientras que las sensibilizadoras lo hacen de manera
indirecta, a través de la inhibicién de las proteinas anti-apoptéticas (Figura 1B) (Youle
and Strasser, 2008). Las proteinas BH3-only, al ser reguladas positivamente, rompen el
equilibrio entre proteinas anti- y pro-apoptéticas. Luego las BH3-only activadoras libres
interactian con BAX/BAK, generando un cambio de conformaci6n en estas que llevara
a su homo-oligomerizacién en la membrana externa de la mitocondria. Este proceso es
esencial en la posterior liberacién de citocromo ¢ con la consecuente activacién de la
apoptosis. Por otro lade, las protefnas BH3-only sensibilizadoras, que tichen més
afinidad por las proteinas anti-apoptoticas se unen a estas y desplazan a las BH3-only
activadoras ya unidas a las proteinas anti-apoptéticas, activando asi a2 BAX y BAK
(Figura 1B) (Kim et al., 2006; Letai et al., 2002).

Basado en estos antecedentes es posible establecer una jerarquia entre los

miembros de la familia BCL-2 donde las proteinas pro-apoptoticas BAX y BAK

constituyen el niicleo central donde convergen los estimulos de muerte asociados a la




activacion de proteinas BH3-only particulares (Figura 1B). Es asi como los ratones
doble deficientes para las proteinas BAX y BAK (desde ahora nombrados como
BAX/BAK DKO del inglés Double Knock Out) poseen una letalidad cercana al 90%
debido a2 multiples defectos en el desarrollo asociados a Ia inhibicion do Ia apoptosis,
incluyendo persistencia de uniones interdigitales, falla en el desarrollo del canal vaginal
y acumulacion de células en los sistemas nervioso y hematopoiético. Cabe destacar que
ratones nulos para BAX o para BAK poseen un desarrollo normal, no tiene
enfermedades asociadas con la edad, son reproductivamente aptos y no son letales,
indicando que BAX y BAK presentan funciones muy similares y complementan sus
actividades en la via de apoptosis intrinseca (Lindsten et al., 2000). Ademas, fibroblastos
embrionarios (MEFs, de las siglas en ingles Mouse Embryonic Fibroblast) extraidos de
estos ratones DKO para BAX y BAK probaron ser altamente resistentes a multiples
estimulos apoptéticos incluyendo: estaurosporina (inhibe por competencia a las
proteinas kinasas), radiacion ultravioleta (provoca dafio al ADN), etopésido (inhibe la
topoisomerasa 2) y privacion de suero entre otros (Wei et al., 2001). En este mismo
trabajo fue demostrado que las células BAX/BAK DKO son altamente resistentes a la
muerte inducida por agentes que afcctan el RE, como son la tapsigargina (inhibe el canal
de Ca**-ATPasa SERCA) y tunicamicina (inhibidor especifico de la N-glicosilacion).
Ambas drogas provocan acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE, provocando

estrés de este organelo y un dafio irreversible, gatillando consecuentemente la apoptosis.
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Figura 1. Regulacion de la apoptosis intrinseca. (A) Los miembros de la familia BCL-
2 poseen hasta 4 dominios de homologia (BH1-BH4) entre ellos y pueden dividirse en
dos grupos: pro- y anti-apoptéticos. Las proteinas pro-apoptdticas pueden subdividirse en
miembros multidominio que conservan las regiones BH1-3, y en proteinas que sélo
poseen el dominio BH3, llamados BH3-only. (B) En un estado basal sin estrés celular, las
proteinas BH3-only activadoras como BIM y PUMA se encuentran inhibidas mediante
su interaccion con proteinas anti-apoptdticas como BCL-2. Ademas, BCL-2 inhibe la
oligomerizacion de BAX/BAK en la mitocondria. Luego de un estimulo intrinseco de
muerte celular, las proteinas BH3-only son reguladas positivamente tanto trascripcional
como post-traduccionalmente. En el caso de las proteinas BH3-only activadoras como
BIM y PUMA, su induccién activa directamente a BAX y BAK en la mitocondria. Por
otro lado, las proteinas BH3-only sensibilizadoras, como NOXA y BAD, desplazan la
union entre las proteinas anti-apoptoticas con las BH3-only activadoras. Esto libera a las
proteinas BH3-only activadoras que luego producen la oligomerizacién de BAX/BAK en
la membrana mitocondrial externa. Esto lleva a la translocacion de citocromo ¢ hacia el
citoplasma, el que luego se une a APAF-1 y a pro-caspasa 9 en presencia de ATP,
formando un complejo multiproteico llamado el apoptosoma. El apoptosoma media la
activacion de caspasas efectoras que ejecutan la apoptosis.



1.4 Poro de transicién permeable de la membrana mitocondrial.

La activacion de BAX y BAK no es la tinica manera por la cual el citocromo c es
liberado hacia el citoplasma para formar el apoptosoma. Otro mecanismo de liberacién
de citocromo c al citoplasma es a través del poro de transicién permeable o PTP (del
inglés Permeability Transition Pore), que al formarse en la mitocondria, provoca el
ingreso de solutos y agua a la matriz mitocondrial. Esto lleva a una ruptura de la
membrana interna y externa de la mitocondria por presion osmoética. De esta manera,
ocurre una liberacién de proteinas pro-apoptéticas como citocromo ¢ desde la zona inter-
membrana de la mitocondria (Ow et al., 2008). L.os componentes identificados del PTP
son las proteinas VDAC (del inglés Voltage-dependent Anion Channel), ANT (del
inglés Adenine Nucleotide Translocator) y ciclofilina D. VDAC, también es llamado
porina mitocondrial que funciona como un canal dependiente de voltaje aniénico y se
encuentra en la membrana mitocondrial externa. ANT es un transportador especifico de
ATP/ADP, que se encuentra en la membrana mitocondrial interna. Asociada a este
trasportador, se encuentra en la matriz mitocondrial Ia chaperona con actividad
peptidilprolil isomerasa, ciclofilina D. El PTP es regulado positivamente por calcio
(Ca®™) (Grimm and Brdiczka, 2007). Ademas puede ser inhibido por ciclosporina A, que
inhibe directamente a ciclofilina D, disminuyendo la muerte celular (Tsujimoto and
Shimizu, 2007) (Figura 2). Estudios funcionales utilizando ratones nulos han
demostrado solo para ciclofilina D un rol fundamental en la muerte celular (Baines et al.,

2005; Nakagawa et al., 2005; Schinzel et al., 2005). El PTP es especificamente activado

por estimulos dependientes de Ca'? asaciados a una sebrecarga de calcio en la matriz




mitocondrial. Estudios con células deficientes en ciclofilina D, demostraron que la
ausencia de esta proteina no provocaba cambios en la muerte celular al ser incubadas
con estimulos intrinsecos (tunicamicina, etoposido, brefeldina A, tapsigargina y
estaurosporina) y extrinsecos (FNF y TRAITL) (Schinzel et al., 2005). Sin embargo, una
protecci6n en las células nulas para ciclofilina D fue observada cuando se indujo estrés
oxidativo con peréxido de hidrégeno (H,0,) en relacion a su contraparte silvestre (WT).
El H,0; induce liberacion de calcio de los compartimentos intracelulares (Bootman et
al., 2002; Scorrano et al., 2003). En este mismo estudio, fue demostrado que en ratones
deficientes de ciclofilina D el tamafio del infarto cerebral se veia drasticamente reducido
en modelos de isquemia, donde ocurre una recarga de Ca'2. Es decir, ciclofilina D

tendria un rol esencial en la muerte mediada por estrés oxidativo.
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Figura 2. Mecanismos de translocacion de citocromo c¢ desde la mitocondria hacia
el citoplasma durante la apoptosis. Existen diferentes maneras de promover la
translocacion de citocromo ¢ desde la mitocondria al citoplasma. Todas ellas llevan a la
acticacion de la apoptosis a través de la formacion del apoptosoma y la consecuente
activacion de caspasas efectoras. La via cléasica de liberacion de citocromo c es a través
de la activacion conformacional de BAX y BAK, las que son reguladas positivamente
por proteinas BH3-only. BAX y BAK al oligomerizar e insertarse en la membrana
mitocondrial, inducen la permeabilidad especifica de la membrana externa. Por otro
lado, cuando se producen estimulos apoptéticos que aumentan los niveles de calcio en
el citoplasma, se produce liberacion de citocromo ¢ por una recarga de calcio dentro de
la mitocondria y la posterior ruptura por osmoésis de las membranas mitocondrial interna
y externa. Esta entrada de calcio y agua produce la apertura del poro de transicion
permeable (PTP), formado por las proteinas VDAC, ANT vy ciclofilina D. EI PTP es
inhibido por ciclosporina A, un inhibidor especicfico de ciclofilina D. Por ultimo, se ha
demostrado la participacion de un tercer mecanismo de liberacion de citocromo ¢ de
identidad desconocida que es inducido por tratamientos con acido araquidénico junto a
ionoforos de calcio. Ademas, este poro es regulado negativamente por inhibidores de
serinas proteasas.




1.5 Rol de la Respuesta a Proteinas Mal Plegadas en la Apoptosis.

Diferentes perturbaciones generan un dafio irreversible del RE, activando la
apoptosis intrinseca. El RE tiene dos funciones principales entre otras. La primera es
constituir et mayor compartimiento de almacenamiento de calcio. L.a segunda es el
organelo donde se produce la maduracién y el plegamiento de proteinas de la via
secretora. Ciertas condiciones, como la expresion de proteinas mutantes, disminucién de
calcio en el RE y cambios en el estado redox del RE, pueden interferir dristicamente con
el proceso de plegamiento oxidativo de las proteinas en el lumen de este organelo. Esto
desencadena la acumulacién de proteinas mal plegadas en €l RE, condicién conocida
como “estrés del RE” (Hetz and Glimcher, 2008).

El mecanismo celular para aliviar este estrés es conocido como Respuesta a
Proteinas Mal Plegadas (o UPR de las siglas en inglés para Unfolded Protein Response).
La UPR censa la acumulacién inadecuada de proteinas mal plegadas gatillando
complejos procesos adaptativos. Los sensores de estrés mds estudiados son IRE-1a
(inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease), PERK (PKR-like ER kinase)
y ATF6 (activating trasncription factor 6). Estos sensores al ser activados controlan la
expresion de miltiples genes que regulan et tamafio del RE y del Aparato de Golgi, 1a
capacidad de plegamiento de proteinas, el control de la calidad de proteinas entre otras,
reduciendo la sobrecarga de proteinas mal plegadas (Ron and Walter, 2007). Cuando el
estrés de RE es cronico y la homeostasis no puede ser recuperada, la UPR conlleva a la
apoptosis para eliminar la célula dafiada. La sefializacin prolongada de la via mediada

por PERK Heva a la apoptosis producto de la induccién de de un factor transcripcional
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pro-apoptdtico denominado CHOP ( C/EBP homologous protein), el que inhibe la
expresion de bcl-2 e induce la transcripcion de bim (Lin et al., 2007; Marciniak et al.,

2004; McCullough et al., 2001) (Figura 3).

1.6 Interaceién Mitocondria/RE y su rol en Ia Apoptosis.

La mitocondria y el RE estin interconectados tanto. fisica como. fisiolégicamente.
De hecho, cerca del 20% de la superficie mitocondrial esti en contacto directo con el
RE, donde ocurre una comunicacién altamente regulada. Es en estos microdominios
donde existe un traspaso de Ca*? desde el RE a la mitocondria a través de los canales de
IP; (inositol 1, 4, 5-trifosfato) (Rizzuto et al., 1998). La cantidad de calcio intercambiado
desde el RE a la mitocondria es directamente proporcional a la concentracién de calcio
en el RE ([Ca™Jgs). Dos grupos independientes mostraron que BAX y BAK no solo se
localizan en la mitocondria, sino también en la membrana del RE donde estas proteinas
controlan Ia [Ca™zg (Scorrano et al., 2003; Zong et al., 2003). Por ejemplo, Ias células
MEFs BAX/BAK DKO presentan bajas [Ca™gg, por lo tanto poco Ca*? es liberado
hacia el citoplasma bajo estimulacién en estas células. En consecuencia la recarga de
calcio mitocondrial es baja en estas células BAX/BAK DKO. Debido a esta razén, la
activacién del PTP en la mitocondria estd también disminuida en estas células,
presentando. una resistencia frente a 1a apoptosis mediada por estimulos dependiente de
Ca™ liberado del RE como son el acido araquidonico, ceramidas o H,0,. Los autores
demostraron en forma elegante que mediante Ia sobreexpresion de la bomba de Ca™ del

RE, SERCA, fue posible restablecer los niveles normales de [Ca*ge. Esta estrategia
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reconstituy6 la captacién de Ca™ por la mitocondria y la sensibilidad de estas células
frente a muerte asociada con liberacién de calcio y apertura del PTP. Es importante
destacar que la sobreexpresién de SERCA no afecté la resistencia de las células
BAX/BAK DKO frente a la apoptosis inducida por estrés de RE, lo que permitio
disectar finamente ambas vias. Sélo la expresion de BAX especificamente en la
mitocondria restablecié la sensibilidad de estas células DKO frente a la apoptosis
intrinseca asociada al estrés en el RE. Estos resultados se explicarian por el hecho de que
la induccién transcripcional de proteinas BH3-only bajo condiciones de estrés de RE
converge en la activacion de BAX y BAK en la mitocondria, gatillando asi ia apoptosis
(Figura 3). En cambio, la sobrecarga de calcio en la mitocondria por si sola induce la
liberacion de citocromo ¢ en forma independiente de BAX/BAK (Rimessi et al., 2008).
Estos resultados en conjunto sugieren que existe una comunicacién entre el REyla
mitocondria en la regulacion de la apoptosis, una mediada por la induccién de las
proteinas BH3-only y la activacién de BAX y BAK y otra por la apertura del PTP

producto de la sobrecarga de calcio en la mitocondria (Figura 3).
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Figura 3. Apoptosis dependiente de estrés de RE. Ciertas condiciones
desencadenan la acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE, estado conocido
como “estrés del RE”. El mecanismo celular para aliviar este estrés es conocido como
la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Sin embargo, bajo estrés crénico la UPR
lleva a apoptosis. Sensores de la UPR como PERK y ATF6 activan al factor
trascripcional CHOP, que disminuye los niveles de expresion de bcl-2 y regula ademas
positivamente los niveles de transcripcion de bim. Este desbalance entre proteinas anti-
y pro-apoptdticas lleva a la apoptosis a través de la activacion de BAX/BAK en la
mitocondria. Por otro lado, el nivel de calcio en el lumen del RE es regulado a través de
la bomba calcio ATPasa SERCA, de BAX/BAK/BCL-2 en el RE, ademés de canales
como el receptor de IP3 (IP3R) y el receptor de rianodina (RYR). Bajo estimulos que
provocan liberacion de calcio desde el RE a través del IP3R, se producira apoptosis
mediada por PTP, e independiente de BAX/BAK en la mitocondria. Mientras mayor
sean los niveles de calcio luminares del RE en estado estacionario, habrd mayor
liberacion de este bajo estimulacidn, y por ende un aumento en la sobrecarga de calcio
en la mitocondria.




1.7 ; Vias apoptéticas intrinsecas independientes de BAX/BAK y PTP?

Las proteinas multidominio BAX y BAK son el nicleo donde convergen
diferentes estimulos apoptéticos que, finalmente, llevan a la liberacién de citocromo ¢
desde la mitocondria, produciendo muerte celular, Sin embargo, como ya se menciond,
los ratones doble deficientes para esas proteinas tienen una sobrevivencia del 10%. Es
decir, en ausencia de BAX y BAK existirian mecanismos que, independiente de estas
proteinas, pueden suplir esta deficiencia y llevar a la muerte celular en el desarrollo, con
la consecuente sobrevivencia del ratén hacia la adultez.

Como se mostré anteriormente, las células BAX/BAK DKO son resistentes a
diferentes estimulos intrinsecos de apoptosis. Sin embargo, en un trabajo reciente de
Mizuta y colaboradores, las células BAX/BAK DKO presentaron muerte dependiente de
la liberacién de citocromo ¢ y la activacién de caspasas, es decir, muerte a través de
apoptosis intrinseca. La liberacién de citocromo ¢ desde las mitocondrias de estas
células se produjo al ser incubadas con una combinacién de un ionéforo de calcio y
acido araquidénico (ArA) (Mizuta et al., 2007). Esta muerte fue revertida por
inhibidores de serina-proteasas pero no por la sobre-expresion de proteinas
antiapoptéticas de Ia familia BCL-2. En este estudio se descartd Ia participaci6n del PTP
en la muerte celular, ya que al incubar células triple deficientes en BAX, BAK y
ciclofilina D con la combinacién ion6foro/ArA, estas células presentaron muerte celular
similar a su contraparte BAX/BAK DKO. Por lo tanto, en este trabajo se demostré la
existencia de una via de apoptosis que produce liberacién de citocromo ¢ independiente

de BAX, BAK y PTP, sugiriendo la posibilidad de que exista otro mecanismo de
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apoptosis intrinseco, es decir, un tercer poro, el que es gatillado por la combinacién de
ioné6foro de calcio y ArA y dependiente de serina-proteasas. Sin embargo, hasta la fecha
no se han descrito otros estimulos que induzcan apoptosis independiente de BAX/BAK
y-ciclofilina D (PTP).

En nuestro laboratorio hemos observado que al incubar las células BAX/BAK
DKO con estresores de RE en medio con 0,5% de suero (privacién de suero) se produce
muerte celular en forma dosis dependiente de diferentes estresores de RE.

Al incubar las células BAX/BAK DKO con estresores cldsicos de RE como
tunicamicina, tapsigargina y brefeldina A, las células BAX/BAK DKO presentaron
resistencia a la muerte como ya se ha publicado. Sin embargo, al reducir el porcentaje de
suero presente en el medio de cultivo a 0,5%, estas células sufrieron muerte celular
(Figura 4A, B, C y D). Estos resultados fueron obtenidos mediante ensayos de dafio
mitocondrial y analisis de la permeabilidad de Ia membrana plasmaética mediante la
tincion con ioduro de propidio (PI). En esta tesis proponemos estudiar el mecanismo
involucrado en la muerte de células BAX/BAK DKO y definir la posible participacién
de ciclofilina D en el proceso. Como antecedentes preliminares de esta tesis
determinamos si la muerte celular bajo la combinacion de estresores es debida a
apoptosis determinado por la exposicién de fosfatidilserina en Ia superficie celular por
tincidén con Anexina-V-FITC, una baja en el volumen celular por ensayos de citometria
de flujo y la visualizacion de la condensacién de nicleo celular en ensayos con tincion
Hoechst (Figura 5A y B). Ademas, observamos que esta muerte celular es revertida en
parte mediante el pre-tratamiento de las células con un inhibidor de caspasas generales

(ZVAD-fmk) (Figura 5A). Todos estos marcadores moleculares ¥y patrones morfoldgicos
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nos permitieron definir que la muerte inducida en condiciones de estrés de RE y
privacion de suero se debe a la activacién de la apoptosis.

Basados en los antecendentes descritos, en este proyecto decidimos caracterizar
et detalle el miccanismo que Heva 2 Ia muerts de Tas células doble deficientes para BAX
y BAK en condiciones de estrés de RE y privacién de suero. En esta tesis nos
centraremos en estudiar los factores que gatillan esta muerte celular, en definir cual es Ia

via por la se produce la activacién de las caspasas y cuales son los elementos celulares

que la regulan.
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Figura 4. La privacion de suero recupera la suceptibilidad de las células BAX/BAK
DKO a la muerte celular inducida por estrés de RE. (A) Los niveles de expresion de
las proteinas BAX y BAK fueron determinadas en células MEFs WT, deficientes en
BAX (BAX KO), deficientes en BAK (BAK KO) y doble deficientes para estas
proteinas (DKO) mediante analisis de Western blot de extractos de proteinas totales.
Como control de carga fueron analizados los niveles de actina. (B, C y D) Graficos de
viabilidad celular medida en células BAX/BAK DKO tratadas en presencia de 10% y
0,5% de suero con las concentraciones indicadas de (B) tunicamicina, (C) brefeldina A
y (D) tapsigargina por 16 horas, y luego analizadas a través de ensayos con MTS (del
inglés  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2Htetrazolium) relativa a células controles no tratadas. Los resultados representan
promedios y desviacion estdndar de tres determinaciones.
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Figura 5. Induccion de marcadores clasicos de apoptosis en células BAX/BAK DKO en
condiciones de estrés de RE y privacion de suero. (A) Las células BAX/BAK DKO
fueron pre-tratadas con o sin inhibidores de caspasas (10 pM de zVAD-fmk) durante 30
minutos en medio de cultivo preparado con alto (10%) o bajo (0,5%) suero. Luego las
células fueron incubadas con 10 uM de tapsigargina por 12 horas. Posteriormente, los
niveles de exposicion de fosfatidilserina en la membrana plasmatica fueron determinados
mediante tinciéon con anexina-V-FITC y andlisis por citometria de flujo. Los graficos
muestran la sefial de fluorescencia versus el volumen celular (FSC) como medida adicional
de apoptosis (disminuciéon de FSC). Estos resultados representan tres experimentos
independientes en donde se midieron 5000 eventos por muestra. (B) Las células BAX/BAK
DKO fueron expuestas a tapsigargina por 16 horas en presencia de 10% 6 0,5% de suero en
el medio de cultivo. Luego, la morfologia nuclear fue observada a través de la tincién del
ADN con Hoechst mediante su visualizaciéon a través de un microscopio de
epifluorescencia.




2. Hipétesis.
Las células MEFs doble deficientes para BAX y BAK desarrollan apoptosis
intrinseca independiente de BAX, BAK y ciclofilina D al ser expuestas a condiciones de

privacién de suero y estrés de RE,

2.1 Objetivo General.
Estudiar los mecanismos celulares que estan involucrados en Ia muerte por
apoptosis de células doble deficientes para BAX y BAK expuestas a condiciones de

privacion de suero y estrés de RE.

2.2 Objetivos Especificos.
1) Caracterizar el mecanismo de muerte celular, analizando otros marcadores de
apoptosis intrinseca en células BAX/BAK DKO.
2) Determinar si los efectos observados en células BAX/BAK DKO son especificos
para el estrés de RE o si se observan con otros tipos de estrés celular,
3) Estudiar la posible participacién del PTP en la apoptosis de células BAX/BAK

DKO.
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3. Materiales y Métodos.

3.1 Reactivos.

Las sales, dcidos, bases, detergentes, bromuro de etidio y solventes utilizados de
grado analitico o de biologia molecular, fueron obtenidos en Merck y Sigma. La agarosa
ultrapura-1000, ADN estandar y enzimas Taq ADN polimerasa, Fluoruro de Sodio,
Ortovanadato de Sodio e inhibidores de fosfatasa fueron obtenidas de Invitrogen, New
England Biolabs y Promega, respectivamente. El reactivo Micro BCA para cuantificar
proteinas y sustrato para quimioluminiscencia fue obtenida en Pierce. El coctel de
inhibidores de proteasas se obtuvo de Roche. Las peliculas fotograficas de radiografia
{yeron obtenidas de Fuji. La procedencia de los anticuerpos primarios utilizados fueron
los siguientes: anti-Citocromo-c de Pharmigen, anti-SERCA de Affinity Bioreagents,
anti-HSP90 y anti-actina de Santa Cruz Biotechnology, anti-HA de Roche. Los
anticuerpos secundarios conjugados a HRP fueron obtenidos de Amersham Biosciences.

Tunicamicina (Tm), Brefeldina A, Tapsigargina, TNF-q, zVAD-fimk, ceramidas
y ciclosporina A fueron obtenidos de Calbiochem EMB Bioscience Inc. Etoposido,
Nocodazole y Taxol fueron adquiridos en Molecular probes y Sigma Aldrich. El medio
de cultivo celular y los antibi6ticos fueron obtenidos de Invitrogen. El suero fetal bovino

es de Life Technologies. El marcador Toduro de Propidio fue adquirido en Promega. La

tincién de [DIOCs(3)] fue obtenida en Molecular Probes.




3.2 Lineas celulares.

Las células MEFs transformadas con SV40 doble deficientes para BAX y BAK
y las células controles silvestres fueron obtenidas del laboratorio del Dr. 'Stanley
Korsmeyer y su generacién y cultivo han sido previamente descritos {(Cheng et at.,
2001). Las células doble nulas para BAX y BAK que expresan BAX destinado a
mitocondria 0 SERCA fueron descritas por Scorrano (Scorrano et al., 2003). Las células
MEFs nulas para BIM 0 PUMA vy las doble deficientes para BIM y PUMA fueron
generosamente cedidas por la Dra. Emily Cheng. Las células HEK293 y HEK293Ty

utilizadas fueron adquiridas de ATCC (The Global Bioresource Center).

3.3 Cultivo Celular.

Las células fueron mantenidas a 37°C con 5% de CO, en Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM). Suplementadas con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1 mM
de glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 10 pM de

aminodcidos no esenciales en el caso del cultivo de las células MEFs.

3.4 Generacion de lineas celulares estables de shRNAs mediante infeccion
lentiviral.

Las celulas HEK293T fueron sembradas a una concentracién de 0.35 X 10°
celulas/ml y luego de 24h fueron transfectadas con el reactivo Efectene de Qiagen segtin

el protocolo recomendado por €l fabricante. Los constructos para la expresion lentiviral
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que codifican para los diferentes ShARN (small hairpin ARN) fueron generados por el
Broad Institute (Boston, USA), baséndose en diferentes criterios para su disefio (para

mayor informacién ver http://www.broad.mit.edu/genome bio/trc/rnai.html). El

plasmidio de expresion de shARN usado fue PLKO.1, el que poses secuencias que
codifican para shARNs bajo el promotor U6 y ademds posee resistencia al antibiGtico
puromicina. Con el objetivo de producir particulas lentivirales, células HEK293T fueron
transfectadas con el plasmidio pLKO.1 junto con los plasmidios A8.9 (plasmidio que
contiene los genes gag, pol y rev, necesarios para la replicacién viral) y VSV-G
(plasmidio que contiene secuencias codificantes de la envoltura viral). Como control se
utiliz6 un constructo lentiviral que codifica para un shARN contra el ARNm de
luciferasa. Despties de 48 horas de transfeccion, el sobrenadante de estas células fue
filirado en filtros de 0.45 pm y posteriormente agregado a células MEFs para su
infeccién en la presencia de 10 pg/mL de polybreen. Luego de 24 horas, las células
fueron crecidas en medio de cultivo con 3 pg/mL de puromicina para la seleccion de las
células infectadas. De esta manera fueron generadas la linea de MEFs doble deficiente
en BAX y BAK con silenciamiento del ARNm de ciclofilina D (BAX/BAK DKO
shCiclofilinaD) (Figura 12A). Para cada experimento fueron utilizados cinco construcios
de shARN para cada gen y posteriormente fue seleccionado el constructo con mayor
eficiencia de silenciamiento a través del andlisis de los niveles de expresién de la
proteina mediante Western blot o a través de PCR en tiempo real de ADNc (ADN
complementario) total utilizando partidores especificos para cada gen (ver mds

adelante).
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3.5 Expresion transiente de proteinas BH3-only en MEFs.

Los vectores bicistrénicos pMSCV con secuencias codificantes para t-BID-HA,
PUMA-HA, NOXA-HA y BAD-HA y GFP fueron descritos anteriormente en la
literatura (Kim et al., 2006). Estos constructos fueron transfectados junto al vector
empagquetador v en células HEK293 Ty de acuerdo a las recomendaciones descritas en
la literatura (Cheng et al,, 2001). Luego de 48 horas luego de la transfeccion, el medio
de estas células fue colectado y filtrado en filtros de 0.45 ym y agregado sobre células
MEFs (WT y BAX/BAK DKO) en presencia de 10 pg/mL de polybreen (Figura 10A).
La eficiencia de transfeccion se midio a través de ensayos de western blot comia &l
epitope HA de estas protefnas de fusién. La eficiencia de infeccion se analizé por el
porcentaje de células con GFP a través de ensayos de citometria de flujo (se contaron

5000 eventos por muestra).

3.6 Ensayo de muerte en células con bajo suero y en condiciones de estrés.

Para analizar la muerte celular, las células MEFs de diferentes genotipos fueron
crecidas en placas de 24 pocillos a una concentracién de 0,1 x 10° células/mL. Luego de
24 horas el suero presente en el medio de cultivo fue disminuido a 0,5% por 2 horas,
estado que de ahora en adelante llamaremos como privacién de suero. El control WT se
mantuvo con 10% suero. Pasada estas dos horas se incubaron las células con diferentes
estresores celulares: Tunicamicina (20 ng/mL), Tapsigargina (10 M), Etoposido
(50pM), Taxol (5uM), Nocodazole (5 pg/mL) y Actinomicina D (1uM). En ciertos

casos, previo a la incubacion con estos estresores, las células fueron preincubadas
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durante media hora con Ciclosporina A (1uM). Después de 24 horas, tanto el medio
como las células en la placa fueron colectados y se les incub6 con 2pg/mL de Toduro de
Propidio (PI). Luego, las células PI positivas fueron medidas por citometria de flyjo y
analizadas con el programa WinMDI2.9. Fueron medidos 5000 evetitos v el porcentaje
de células PI positivas fue calculado considerando 100% al total de células que
arbitrariamente cumplian con un tamafio celular determinado (Figura 7A).

Para los ensayos de expresién transiente de proteinas BH3-only, células WT y
BAX/BAK DKO fueron infectadas con retrovirus y luego de 8 horas las células fueron
incubadas en presencia de 10 y 0,5% de suero. Para este ensayo, las células no se
incubaron con estresores y la muerte celular fue medida después de 16 horas de acuerdo

a lo arriba descrito.

3.7 Liberaci6n de Citocromo .

Con el objetivo de estudiar 1a redistribucion subceluiar de citocromo c, las
células BAX/BAK DKO fueron tratadas con 12 1g/ml de tunicamicina por 16 horas en
presencia de medio con 10% y 0,5% de suero. Posteriormente, estas células fueron
lavadas tres veces con PBS a 4°C y luego fueron fijadas en hielo durante 30 minutos con
paraformaldehido al 4%. A través de un ensayo de inmunofluorecencia previamente
descrito (Hetz et al., 2005a; Hetz et al., 2005b), las células fueron incubadas con un
anticuerpo anti-citocromo ¢ (1:200 por 2 horas). Las imagenes fueron obtenidas por

microscopia confocal y procesadas con el programa IP lab v 4.04.
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3.8 Potencial Mitocondrial,

Para investigar el estado del potencial mitocondrial en condiciones de estrés de
RE y 0,5% de suero, las células WT y BAX/BAK DKO fueron estresadas con
tunicamicina 12ug/mL por 8 horas en medio con 10% y 0,5% de suero. Luego fueron
incubadas durante 15 minutos a 37°C en presencia de 80 nM de DIOCg(3) (3,3'-
dihexiloxacarbocianin yoduro). La pérdida de la marca del DIOC¢(3) fue observada

mediante citometria de flujo.

3.9 Extraccién de RNA, RT-PCR y PCR en tiempo real.

El ARN total fue preparado a partir de células MEFs utilizando TRIzol® segun el
protocolo del fabricante. Luego se sintetizé el ADN¢ con el kit iScript cDNA Sintesis de
BIORAD, utilizando el siguiente programa: 5 min. a 25 °C, 45 min. a 44 °C y Smin. a 85
G

Realizamos reacciones cuantitativas de PCR en tiempo real utilizando el reactivo
fluorescente SYBRgreen y la enzima ADN polimerasa GO Taq® Flexi (Promega) en un
sistema ABI PRISM 7700 de Applied Biosystems. Las cantidades relativas de ARNm
fueron calculadas a partir de los valores del ciclo umbral comparativo usando actina
como control interno. Los partidores fueron disefiados ulitizando el software Primer
Express (Applied Biosystems, Foster City, CA) u obtenidos de la base de datos de

partidores:

http://pga.m gh.harvard. edu/primerbank/index. html
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Realizamos PCR en tiempo real usando los pares de partidores que se muestran a
enlatabla 1.

Tablal: partidores para PCR cuantitativo,

Gen Partidor en sentido directo Partidor en sentido inverso
Bim 1 5'CGACAGTCTCAGGAGGAACC-3" | 5-CATTTGCAAACACCCTCCTT-3
Puma 5-GCCCAGCAGCACTTAGAGTC-3 5-GGTGTCGATGCTGCTCTTCT-3*
Noxa I 5-GGAGTGCACCGGACATAACT-3 | 5-TTGAGCACACTCGTCCTTCA-3
Ciclofilina D 5-GGGACAGGTGGCGAAAGTATT-3 5-TTCGTATTGGGGCCTGCATTT-3
Actina | 5’- TACCACCATGTACCCAGGCA-3’ 5-“CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3’

3.10 Anilisis de Western Blot.

Para este andlisis, las células fueron colectadas y homogenizadas mediante
sonicacién en solucién tampén RIPA en presencia de un céctel de inhibidores de
proteasas (Roche). La concentracion de proteinas fue determinada mediante el ensayo de
micro-BCA. El equivalente a 30-50ug de proteina total fue cargado en geles de 12 o
15% de poliacrilamida preparados segun la literatura (Laemmli, 1970).

Los siguientes anticuerpos y diluciones fueron utilizados: anti-HSP9(Q 1:1000, anti-
SERCA 1:1000 y anti-HA 1:1000. Los anticuerpos secundarios conjugados a HRP

fueron utilizados a una dilucién de 1:4000.
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4. Resultados.

4.1 Las células BAX/BAK DKO experimentan reduccién del potencial mitocondrial

y liberacién de citocromo ¢ bajo condiciones de estrés de RE Yy privacion de suero.

En ensayos preliminares de nuestro laboratorio fue determinado que las células
doble deficientes para BAX y BAK sufren diferentes cambio morfolégicos y
bioquimicos cuando son sometidas a condiciones de estrés de RE en presencia de medio
con 0,5% de suero. Basado en diferentes ensayos fue posible definir que en estas
condiciones de estimulacién las células presentaron: encogimiento del niicleo celular,
exposicion de fosfatidilserinas al exterior de la membran plasmética, participacién de
caspasas en la muerte, y la disminucion del volumen celular (Figura 5A y B). Todos
estos resultados en conjunto nos indicaron que la muerte producida por la combinacién
de estrés de RE y privacion de suero en células BAX/BAK DKO es por apoptosis.

Sin embargo, quisimos explorar otros marcadores apoptoticos para definir y
caracterizar a cabalidad el mecanismo de muerte celular (intrinseco o extrinseco). De
esta manera, decidimos pesquisar dos aspectos celulares fundamentales en el proceso de
apoptosis: decaimiento del potencial mitocondrial y liberacién de citocromo ¢ desde la
mitocondria hacia el citoplasma,

Al incubar las células WT y BAX/BAK DKO con tunicamicina en condiciones
normales de suero (10%), sélo las células silvestres suftieron un descenso en el potencial

mitocondrial, el que fue medido a través de la pérdida de marca de DIOC4(3) (Figura

6A). Esta sonda es acumulada en la mitocondria en forma proporcional al potencial de




su membrana y es liberado cuando el potencial mitocondrial se pierde. Las células
BAX/BAK DKO bajo estas mismas condiciones no presentaron alteraciones en el
marcaje con DIOC4(3) (Figura 6A). Sin embargo, luego de bajar a 0,5% los niveles de
suero, Ias células BAX/BAK DKO wmostraron una disminucion parcial del potenicial
mitocondrial, lo que indica alteraciones en la mitocondria debido a las condiciones de
estrés de RE y privacion de suero (Figura 6A).

Por otro lado, 1a redistribucién subcelular de citocromo ¢ fue medida a través de
un ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Células BAX/BAK DKO fueron fijadas
luego de ser estimuladas con privacién de suero y con una combinacién de privacion de
Suero y exposicion a tunicamicina. Posteriormente, fueron tefiidas utilizando un
anticuerpo anti-citocromo ¢. Las células BAX/BAK DKO tratadas con 0,5% de suero
pero sin adicionar estresores de RE presentaron un patrén punteado de citocromo c
(Figura 6B). No obstante, cuando estas células fueron incubadas con una combinacién
de tunicamicina y privacion de suero, observamos una redistribucién del citocromo ¢ en

las células asociado a un patrén difuso del color verde (Figura 6B).
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- No tratada ™ Tunicamicina

WT 10%SFB BAX/BAK DKO BAX/BAK DKO
10%SFB 0.5%SFB

Conteo celular
Conteo celular
Conteo celular

DIOC,(3) DIOC(3) DIOC,(3)

Citocromo ¢

BAX/BAK DKO 0.5% SFB NT

BAX/BAK DKO 0.5% SFB Tunicamicina

Figura 6: Caracterizacién de la muerte celular a través de la medicién de
marcadores clasicos de apoptosis. (A) Las células WT y BAX/BAK DKO fueron pre-
incubadas con 0,5% o 10% de SFB por 2 horas. Luego, estas células fueron tratadas con
con 10pg/mL de tunicamicina por 8 horas y posteriormente las células fueron incubadas
con 80 nM de DIOC6(3) por 15 minutos. La actividad mitocondrial (intensidad de
fluorescencia de DIOC6(3)) fue medida mediante citometria de flujo. Un histograma
representativo de numero de células versus intensidad de fluorescencia es presentado.
(B) La localizacion subcelular de citocromo c (verde) fue observada a través de ensayo
de inmunofluorescencia indirecta en células BAX/BAK DKO. Estas células fueron
privadas de suero (0,5%) por 2 horas y luego tratadas o no (NT) por 16 horas con 10
pg/mL de tunicamicina (barra: 20 um).




4.2 La suceptibilidad de las células BAX/BAK DKO a la muerte mediada por estrés
celular y privacién de suero es especifica para estimulos que perturban la
homeostasis del RE.

Con el objetivo de estudiar Ia especificidad de Ia muerte observada en las células
BAX/BAK DKO respecto al estimulo empleado, decidimos realizar ensayos de muerte
celular con diferentes estresores celulares no relacionados con estrés de RE. La muerte
celular fue medida a través de la incorporacién de yoduro de propidio (PI) a las células
muertas, y su posterior cuantificacién por citometria de flujo (Figura 7A). Ademas, Ia
disminucion del volumen celular puede ser evaluada en este analisis como parametro de
apoptosis (Figura 7A). Las células WT y BAX/BAK DKO fueron incubadas con niveles
normales de suero (10%) y con niveles bajos de suero (0,5%) en el medio de cultivo. En
estas condiciones, las células fueron tratadas con etopdsido (provoca dafio al ADN a
través de la inhibicion de la topoisomerasa 2), taxol y nocodazol (ambas drogas
desregulan la dindmica microtubular) y con actinomicina D (un inhibidor de la
transcripcién). Como fue esperado, las células WT sufrieron apoptosis bajo estas
condiciones, reflejado en un alto porcentaje de células PI positivas (Figura 7B). Por otro
lado, Ias células BAX/BAK DRO fueron resistentes a entrar en apoptosis cuando fueron
tratadas con los diferentes estresores celulares bajo condiciones normales de suero como
se ha descrito anteriormente (Wei et al., 2001). Sin embargo, para nuestra sorpresa, la
resistencia de las células BAX/BAK DKO a la muerte a través de estos estresores no fue
revertida al incubarlas en un medio de cultivo con 0,5% de suero (Figura 7B). Es decir,

la muerte de las células BAX/BAK DKO en medio con 0,5%. de suero. solo fue
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observada bajo condiciones de estrés de RE ¥y 1o a traves de otros estimulos de muerte

intrinseco.
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Figura 7: La apoptosis de las células BAX/BAK DKO ocurre especificamente bajo
condiciones de estrés de RE y privacion de suero y no bajo otros estimulos
intrinsecos de muerte celular. (A) Ejemplo de grafico de densidad celular
representativo, realizado a partir de la medicién del volumen celular relativo (FSC) y la
tincion de células muertas con yoduro de propidio (PI) obtenido por citometria de flujo.
La region seleccionada como células positivas para PI y bajo volumen es indicada como
R1. El porcentaje de muerte celular se calcula con respecto a la poblacién total
represantada por R2. (B) Las células WT y BAX/BAK DKO fueron privadas de suero
(0,5%) durante 2 horas para luego ser tratadas con las distintas drogas que inducen
apoptosis intrinseca interrumpiendo diferentes procesos celulares: 20 pg/mL de
tunicamicina, 20 pM de etoposido, 1 pM de taxol, 10 pM de nocodazol o 10 pg/mL de
actinomicina. Luego de 24 horas de tratamiento, la viabilidad celular fue medida
mediante la incorporacion de PI a las células muertas por citometria de flujo tal como se
muetra en (A). El grafico representa promedios y desviaciones estandar de un
experimento representativo (5000 eventos por muestra) de dos o mds experimentos
independientes para cada estresor.




4.3 La muerte de las células BAX/BAK DKO bajo condiciones de privacién de

suero y estrés de RE es independiente de las proteinas BH3-only.

Diferentes proteinas BH3-only son inducidas por estrés de RE mediando la
induccibn de Ia apoptosis. Por ejemplo, los niveles de BIM, PUMA y NOXA son
aumentados a nivel transcripcional bajo condiciones de estrés de RE irreversible (Futami
et al,, 2005; Li et al., 2006; Puthalakath et al., 2007). Con el objeto de comprobar estos
datos de Ia literatura en nuestro modelo celular, las células MEFs WT fueron incubadas
con el estresor tunicamicina por diferentes periodos de tiempo y luego los niveles de
expresion del ARNm de las proteinas BH3-only BIM, PUMA y NOXA fueron medidag
por PCR en tiempo real. De manera complementaria, un PCR convencional semi-
cuantitativo fue realizado para monitorear la expresion de estos genes en un gel de
agarosa. Los resultados indicaron que los niveles de expresion de los tres genes fueron
aumentados en el tiempo en respuesta a estrés de RE (figura 8A y B), corroborando
estudios previos (Futami et al., 2005; Li et al., 2006; Puthalakath et al., 2007; Reimertz
et al., 2003).

Por otro lado, las células deficientes en BIM (BIM KO) o PUMA (PUMA KO)
fueron levemente resistentes a Ia muerte inducida por estrés de RE en comparacion con
Su contraparte WT en ensayos de viabilidad (Figura 9A). Sin embargo, una elevada
resistencia a la muerte inducida por estrés de RE fue observada en células doble

deficientes para BIM y PUMA (BIM/PUMA DKO) (Figura 9A). Esto da cuenta de que

las proteinas BH3-only activadoras actfian de manera concertada para inducir la




apoptosis, donde la combinacién de la deficiencia de BIM y PUMA produce una

resistencia muy alta frente a la muerte celular producto del estrés de RE.
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Figura 8: Los niveles de ARNm de las proteinas BH3-only BIM, PUMA y NOXA
son inducidos en condiciones de estrés de RE. Los niveles relativos de ARNm de
NOXA y PUMA fueron determinados en células MEFs WT luego de incubarlas con 5
pg/ml de tunicamicina por diferentes tiempos. La determinacién de los niveles de
ARNm fue realizado a través de PCR cuantitativo utilizando cDNA total (A) y PCR
semi-cuantitativo convencional (B) con partidores especificos disefiados contra genes
que codifican para las proteinas BH3-only BIM, PUMA y NOXA. Los niveles de
ARNm de actina fueron determinados en cada muestra y utilizados para normalizar los
valores en (A).
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Figura 9: Las células BIM/PUMA DKO son resistentes a la muerte celular
inducida por estrés de RE, pero desarrollan apoptosis en condiciones de privacion
de suero. (A) Células WT o deficientes en diferentes proteinas BH3-only, incluyendo
células nulas para BIM (BIM KO), nulas para PUMA (PUMA KO) y doble nulas para
BIM y PUMA (BIM/PUMA DKO) fueron incubadas con 0,5 pg/mL de tunicamicina
por 24 horas. Luego la viabilidad celular fue determinada mediante la tincién con PI y
andlisis por citometria de flujo. El grafico representa dos determinaciones
independientes. (B) Las células WT y BIM/PUMA DKO fueron privadas de suero por 2
horas, y luego tratadas con las concentraciones indicadas de tunicamicina por 24 horas.
Luego, la viabilidad celular fue determinada mediante la tincién con PI y analisis por
citometria de flujo (5000 eventos por muestra). El grafico representa los promedios y
desviaciones estandar de uno de tres experimentos independientes.




Como se evindenci6 en estos ensayos de muerte celular en un modelo de pérdida
de funcidn, las proteinas BH3-only activadoras BIM y PUMA son fuertes inductores de
la apoptosis mediada por estrés de RE, recapitulando el fenotipo de células BAX/BAK
DKO. Por lo tanto, decidimos investigar su posible rol en ln muerte celular
independiente de BAX y BAK en condiciones de bajo suero y estrés de RE. Para esto,
realizamos ensayos de viabilidad con tincién con PI en condiciones de privacién de
SUETo y exposicion a tunicamicina utilizando ahora células WT y DKO BIM/PUMA. Al
pre-incubar las células BIM/PUMA DKO con medio de cultivo con 0,5% de suero y
luego inducir estrés de RE, la resistencia a la muerte celular fue revertida (Figura 9B).
Por lo tanto, las células BIM/PUMA DKO simularon el comportamiento de las células
BAX/BAK DKO en nuestras condiciones experimentales, sugiriendo que la apoptosis
gatillada por la combinacién entre privacién de suero y estrés de RE es también
independiente de proteinas BH3 ~only como BIM y PUMA.

Para complementar estos experimentos, realizamos estudios de ganancia de
funcién mediante la sobre-expresion de un panel de proteinas BH3-only. Para esto fue
utilizado un sistema de expresion retroviral basado en el plasmidio de expresién pMSCV
para entregar ¢l ¢DNA de las proteinas BH3-only t-BID, PUMA, NOXA v BAD en
celulas WT y BAX/BAK DKO (Figura 10A). Como ha sido descrito anteriormente Kim
et al., 2006), sélo la sobre-expresion de proteinas BH3-only activadoras PUMA y t-BID
indujeron muerte celular en MEFs, y esta muerte fue dependiente de BAX y BAK
(Figura 10B). Asimismo, no fue posible observar un aumento en la muerte celular
después de expresar las proteinas BH3-only en células BAX/BAK DKO en medio de

cultivo con 0,5% de suero, sugiriendo que la dependencia de las proteinas BH-3only en
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la expresion de BAX y BAK se mantiene en nuestro sistema experimental. Todos estos
datos en conjunto sugirieron que las proteinas BH3-only no estin involucradas en la
regulacion de la apoptosis independiente de BAX y BAK, gatillada por la combinacién
entre estrés de RE y privacion de suero. Bstos resultados concuerdan con el hecho de
que las proteinas BH3-only estarian normalmente regulando la via intrinseca de

apoptosis rio arriba de BAX y BAK (Kim et al., 2006).
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Figura 10: La sobre-expresion de proteinas pro-apoptéticas BH3-only no induce
apoptosis en condiciones de privacién de suero en las células BAX/BAK DKO. (A)
Esquema de trasfeccion e infeccion viral con vectores retrovirales pMSCV que expresan
proteinas BH3-only activadoras y sensibilizadoras (t-BID-HA, PUMA-HA, NOXA-HA,
BAD-HA o un control de vector vacio vacio Mock). Células HEK293T vy fueron
transfectadas con el plasmidio empaquetador y y el vector pMSCV-BH3-only o con el
control pMSCV-Mock. Luego de 48 horas, el medio de cultivo que contenia los
retrovirus fue colectado, filtrado y y utilizado para infectar las células WT y BAX/BAK
DKO. (B) Las células WT y BAX/BAK DKO fueron infectadas con retrovirus que
expresan proteinas BH3-only. Tras 8 horas de infeccion estas células fueron incubadas
con 0,5% 6 10% de suero por 16 horas. Luego, la viabilidad celular fue cuantificada
mediante la tincion con PI y el andlisis por citometria de flujo (5000 eventos por
muestra). El grafico representa los promedios y desviaciones estandar de un experimento
representativo de tres experimentos en total. Ademds, la eficiencia de transfecion fue
medida a través de un ensayo de Western Blot con anti-HA a partir de extractos totales
de proteinas provenientes de las células HEK donde se generaron los virus. Por otro lado,
la eficiencia de infecciéon de las células WT y DKO fue seguida a través de FACS,
cuantificando las células GFP positivas.




4.4 La muerte celular en las células BAX/BAK DKO bajo condiciones de privacién

de suero y estrés de RE es independiente de ciclofilina D.

Debido a que la liberacién de citocromo ¢ fue observada en células BAX/BAK
DKO bajo condiciones de privacién de suero y estrés de RE, Ia posibie participacién de
el PTP fue evaluada. Para definir el rol de este poro en la muerte celular observada en
las células BAX/BAK DKO, primero definimos el posible rol del calcio en el proceso.
Como ya hemos mencionado, las células BAX/BAK DKO poseen bajos niveles de
calcio en el lumen del RE, por lo que al ser estresadas, no liberan grandes cantidades de
calcio. hacia la mitocondria y no activan el PTP (Scorrano et al., 2003). Este defecto.en
los niveles de calcio puede ser revertido al sobre-expresar ectopicamente la bomba de
calcio reticular SERCA, lo que nos permite manipular los niveles de calcio liberado del
RE (Scorrano et al., 2003). Sin embargo, al realizar ensayos de viabilidad en condiciones
de bajo suero y estrés de RE en células BAX/BAK DKO-SERCA (Figura 11A), no
fueron observados cambios en los niveles de muerte celular en relacién a células
BAX/BAK DKO (Figura 11B).

El PTP es farmacologicamente inhibido por la ciclosporina A, un compuesto que
actiia sobre ciclofilina D (Tsujimoto and Shimizu, 3007). Para complementar nuestros
estudios, las células BAX/BAK DKO fueron preincubadas con ciclosporina A y luego
estimuladas con privacion de suero y estrés de RE. Sorprendentemente, no fue posible
observar cambios significativos en la muerte de estas células al inhibir el PTP (Figura

11C). Ambos experimentos sugirieron que el PTP no estaria involucrado en la muerte

observada en las células BAX/BAK DKO en nuestro, sistema experimental.
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Figura 11: La sobre-expresion de SERCA o la inhibicién de ciclfilina D no influyen
en la muerte celular producida por privacién de suero y estrés de RE en las células
BAX/BAK DKO. (A) Extractos de proteinas totales de celulas BAX/BAK DKO (DKO)
controles o que sobre-expresan SERCA de conejo fueron analizados mediante Western
blot. El anticuerpo utilizado no reconoce la isoforma de ratén. Como control los niveles
de HSP90 fueron determinados en los mismos extractos. (B) Las células BAX/BAK
DKO que sobre-expresan SERCA (DKO SERCA) o las células controles (DKO) fueron
pre-condicionadas con privacion de suero por 2 horas y luego incubadas con
tunicamicina (10 pg/mL). Luego de 24 horas, la viabilidad celular fue medida mediante
la incorporacién de PI y andlisis mediante citometria de flujo ( 5000 eventos por
muestra). Los gréaficos representan el promedio y la desviacién estdndar de dos
determinaciones. (C) Las células BAX/BAK DKO previamente incubadas con medio con
0,5% de SFB por 2 horas, fueron incubadas con 1 pM de ciclosporina A y luego tratadas
con 10 pg/ml de tunicamicina o 10 pM de tapsigargina. Luego de 24 horas, la viabilidad
celular fue determinada mediante tincion con PI y analisis por citometria de flujo (5000
eventos por muestra). El grafico representa los promedios y desviaciones estandar de dos
experimentos independientes.
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Para confirmar estos resultados, decidimos realizar un silenciamiento del gen de
ciclofilina D en las células BAX/BAK DKO para asi generar células triple-deficientes y
luego estudiar la participacién del PTP en el proceso de muerte celular. Para esto, fueron
utilizados vectorss de expresion lentiviral de ARN de interferenicia (ShRNA por “short
hairpin RNA”) para generar lineas celulares estables con niveles disminuidos de
ciclofilina D (Figura 12A). La generacién de una linea celular deficiente para ciclofilina
D fue confirmada a través de un PCR en tiempo real utilizando partidores especificos
para el gen de ciclofilina D, obteniéndose una disminucién drastica de la expresion del
gen (Figura 12B). Luego, ensayos de viabilidad con PI fueron realizados utilizando esta
linea celular y un control donde un shARN no relacionado fue utilizado (contra el gen
luciferasa). En estos ensayos, el silenciamiento de ciclofilina D no protegio frente a la
muerte celular inducida por el tratamiento con tunicamicina o tapsigargina y la privacion
de suero (Figura 12C). Tomando estos datos en conjunto, nuestros resultados indican
que la combinacién de estrés de RE y la privacién de suero en el medio de cultivo
gatillan una via alternativa de apoptosis intrinseca, Ia que es independiente de las vias

clasicas de regulacion de la apoptosis mediadas por BAX/BAK y €l PTP.
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Figura 12: La apoptosis observada en células deficientes de BAX y BAK frente a
estrés de RE y privacion de suero es independiente de la expresion de ciclofilinda D.
(A) Esquema de produccion e infeccion de células MEFs con lentivirus que preparados
con el vector pLKO.1 que expresa la secuencia de un shARN disefiado contra el ARNm
de ciclofilina D. Como control fue utilizado un shARN contra el ARNm de /[uciferasa.
Estos vectores fueron co-trasfectados junto con los vectores de empaquetamiento y
proteina de cubierta (A8.9 y VSV-G respectivamente) en células HEK293T para producir
los lentivirus. Posteriormente, las células BAX/BAK DKO fueron infectadas con estos
lentivirus y seleccionadas con puromicina para producir el silenciamiento estable de
ciclofilina D. (B) Los niveles de silenciamiento del ARNm de ciclofilina D fueron
determinados mediante un PCR en tiempo real a partir de ADNc producido con el
ARNm total extraido de células BAX/BAK DKO transducidos con el vector control
(shLuc) o el lentivirus que expresa el sShARN contra el ARNm de ciclofilina D (shCic D).
Los valores de ARNm fueron normalizados con los obtenidos al determinar los niveles
de ARNm de actina en cada muestra. (C) Las células BAX/BAK DKO shCic D y shLuc
fueron sometidas a condiciones de privacion de suero por 2 horas y luego tratadas con 20
pg/mL de tunicamicina o 10 uM de tapsigargina. Luego de 24 horas, la incorporacion de
PI fue medida mediante citometria de flujo (5000 eventos por muestra). El grafico
representa los promedios y desviaciones estdndar de un experimento representativo de
tres determinaciones independientes.




5. Discusi6n.

En este trabajo hemos descrito condiciones experimentales donde dos estimulos
clisicos de apoptosis intrinseca en conjunto activan la maquinaria apoptotica en Ia
ausencia de BAX, BAK vy ciclofilina D. Es importante resaltar que en la literatura las
proteinas multidominio BAX y BAK son consideradas como componentes esenciales de
la via apoptética intrinseca activada, por ejemplo, por estrés de RE (Wei et al., 2001).
Diferentes estimulos intrinsecos de muerte convergen en la activacion conformacional
de estas proteinas, Hevando a la apoptosis. Cabe destacar que los ratones doble
deficientes para BAX y BAK presentan una letalidad a nivel embrionario del 90%
debido a fallas en la apoptosis durante el desarrollo, sugiriendo un rol esencial en la
muerte celular. Analizando estos resultados desde otra perspectiva, existe un 10% de
ratones doble deficientes en BAX y BAK que llegan a la etapa adulta, indicando que un
desarrollo adecuado puede ocurrir en la ausencia de BAX y BAK (Lindsten et al., 2000).
En este contexto, nuestros resultados sugieren que estimulos intrinsecos de muerte
celular pueden iniciar la apoptosis en la ausencia de BAX, BAK vy ciclofilina D,
sugiriendo que existe otro mecanismo adicional de Iiberacién de citocromo c, etapa
esencial en la activacién de la apoptosis que se ha Ilamado como el “punto de no

retorno”.
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3.1 Activacién de apoptosis intrinseca en Ia ausencia de BAX y BAK.

La muerte celular observada en las células BAX/BAK DKO en condiciones de
privacién de suero y estrés de RE ocurre por mecanismos de apoptosis ya que fue
posible observar Ia aparicion de diferentes marcadores clasicos de este proceso, tanto
morfologicos como bioquimicos (Figuras 4 y 5). Dentro de estos marcadores, la
liberaci6n de citocromo ¢ y la caida del potencial mitocondrial sugieren la activacioén de
la via intrinseca clasica o mitocondrial, con la consecuente activacién de caspasas rio
abajo. La participacion de las caspasas en esta muerte celular fue estudiada en ensayos
con células BAX/BAK DKO donde la apoptosis fue parcialmente inhibida mediante €l
pre-tratamiento con inhibidores de caspasas generales (Figura 5A). Para investigar a
fondo 1a sefializacion rio abajo de la liberacién de citocromo c, en nuestro laboratorio
estamos actualmente produciendo células WT y BAX/BAK DKO con deficiencia en
caspasa-9 y apaf-1, ambas proteinas indispensables para la formacién del apoptosoma y
la consiguiente activacion de las caspasas efectoras (Kuida et al., 1998; Yoshida et al.,
1998). En ensayos de viabilidad celular, predecimos que estas lineas deberian dar luces
sobre la participacion del apoptosoma en la muerte observada bajo condiciones de estrés

de RE y privacién de suero.

3.2 Mecanismo de liberacién de citocromo c independiente de BAX/BAK y

ciclofilina D.

La via clasica de liberacién de citocromo ¢ por estimulos apoptéticos intrinsecos

requiere la participacién de BAX y/o BAK (Wei et al., 2001). Nuestros resultados
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sugieren la existencia de otro mecanismo independiente de BAX/BAK por el cual el
citocromo c estaria siendo liberado al citoplasma y produciendo apoptosis ya que, bajo
nuestras condiciones experimentales, logramos observar una disminucién del potencial
mitocotidrial (Figura 6A), revelando Ia posible participacion de este organelo en la
muerte celular observada.

Se ha descrito que el PTP, un poro mitocondrial dependiente de calcio, puede
mediar la liberacién de citocromo c y la muerte celular dependiente de caspasas
(Tsujimoto and Shimizu, 2007). Al estudiar Ia participacion del PTP en la apoptosis
utilizando lineas triple deficientes en BAX, BAK y ciclofilina D, logramos observar en
ensayos de muerte celular que el PTP no participa en este proceso, dado que el
silenciamiento de ciclofilina D no fue suficiente para inhibir la muerte celular observada
en nuestro modelo experimental (Figura 12C).

El tercer miembro del subgrupo de proteinas pro-apoptética de multidominio,
BOK (del inglés BCL-2 related ovarian killer), es otro posible candidato que podria
constituir el poro por el cual podria liberarse el citocromo ¢. Este miembro esti
pobremente caracterizado y al parecer su expresion se restringe a érganos reproductores.
La sobre-expresion de esta proteina, homdloga de BAX y BAK, puede inducir apoptosis
en diferentes tipos celulares (Rodriguez et al., 2006). Sin embargo, al analizar los niveles
de expresién de bok mediante RT-PCR cuantitativo en células MEFs WT y BAX/BAK
DKO no fue posible observar una expresion significativa del ARNm de bok en MEFs en
comparacion con tejidos con una alta expresion tales como el ovario (datos no
mostrados). La expresion del ARNm de bok tampoco fue inducida bajo condiciones de

estrés de RE y privacion de suero. Estos resultados descartan indirectamente la posible
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participacién de BOK en la liberacion de citocromo ¢ en nuetro modelo de estudio. Sin
embargo, si la apoptosis observada en nuestro sistema experimental fuera dependiente
de BOK, seria predecible que estas células responderian a la sobre-expresién de BH3-
only activadotes, lo cual no fue observado.

Otro posible candidato sugerido en la literatura para formar el tercer poro
mitocondrial son las ceramidas (Ow et al., 2008). Ha sido descrito que enzimas
necesarias para la sintesis de estos lipidos se encuentran presentes en la mitocondria.
Adicionalmente, se ha observado una alta concentracién mitocondrial de estos lipidos en
etapas tempranas de apoptosis. Por otra parte, las ceramidas tienen la capacidad de
formar poros en membranas lipidicas artificiales por los cuales pueden pasar moléculas
pequeiias (Siskind, 2005). Ademas, estudios con mitocondrias purificadas demostraron
que la adicion de ceramidas promueve la liberacion de citocromo c. Una manera de
estudiar el rol de las ceramidas en nuestro modelo seria mediante el uso de inhibidores
de las esfingomielinasas o, alternativamente, silenciando los genes necesarios para la
sintesis de las ceramidas, ésto con el objetivo de analizar su efecto en la liberacién de

citocromo c o en la viabilidad celular.

5.3 Regulacion de la via apoptética.

Las proteinas de la familia BCL=2 son descritas en la literatura como. las
reguladoras clasicas de la apoptosis (Youle and Strasser, 2008). La apoptosis es un
proceso altamente controlado por sus diferentes componentes, tanto pro- como anti-

apoptoticos. En este trabajo, se pudo descartar la participacién de las proteinas pro-
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apoptéticas BH3-only en la apoptosis en condiciones de estrés de RE y privacién de
suero. La expresién de ARNm de BIM, PUMA y NOXA fue inducido por estrés de RE

(Figura 8A y B) y la ausencia de BIM y PUMA confirié resistencia a la apoptosis por

inducen apoptosis a través de su expresion en células WT (Kim et al., 2006). En
concordan_cia con la literatura, nuestro modelo de sobre-expresion de las proteinas BH3-
only t-BID, PUMA, NOXA y BAD demostrd que sdlo las activadoras t-BID y PUMA
lograron inducir apoptosis en células WT y no las proteinas BH3-only sensibilizadoras
tales como como NOXA y BAD (Figura 10B). Sin embargo, en células BAX/BAK
DKO expuestas a 0,5% de suero en el medio de cultivo no fue observada apoptosis, a
pesar de la sobre-expresion de proteinas BH3-only (Figura 10B). Las proteinas anti-
apoptoticas de la familia BCL-2, como BCL-2 y BCL-XL, también juegan un papel
fundamental en la regulacién negativa de la apoptosis intrinseca. Actualmente estdmos
realizando experimentos de sobre-expresion de estas proteinas en células DKO
BAX/BAK con el objetivo de estudiar su ol en la apoptosis observada en condiciones
de estrés de RE y privacion de suero. El resultado que predecimos es que las células
BAX/BAK DKO que sobre-expresen BCL-2 o BCL-XL entrardn en apoptosis en
condiciones de estrés de RE y privacion de suero, a diferencia de su contraparte WT en
condiones de estrés de RE, ya que deberian presentar una resistencia a este proceso dada
por la sobre-expresion de proteinas anti-apoptéticas y su efecto inhibitorio rio arriba de
BAX y BAK. Estos experimentos en conjunto ayudaran a definir en mas detalle la

existencia de una nueva via de apoptosis intrinseca independiente de la familia BCL-2.
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Otro poro descrito como causante de Ia liberacién de citocromo c es el PTP. Este
poro se activa cuando se genera una sobrecarga de calcio en la mitocondria. En un
trabajo  realizado por Scorrano y colaboradores, fue observado que las células
BAX/BAK DKO poseen utt bajo cotitenido de calcio et ol RE y que esta deficiencia
puede ser revertida mediante la expresién de la bomba de calcio SERCA en el RE
(Scorrano et al,, 2003). Las células BAX/BAK DKO-SERCA presentaron una
recuperacion en su susceptibilidad frente a la apoptosis dependiente de estilmulos que
producen liberacién de calcio de compartimentos intracelulares tales como ceramidas,
H;0; y 4cido araquidénico, pero no por estimulos que generan estrés de RE. Sin
embargo, experimentos realizados por el grupo de Tsujimoto demostraron un proceso de
apoptosis dependiente de la liberacién de citocromo ¢ en células BAX/BAK DKO
incubadas con una combinacién de icido araquidénico y un ionéforo de calcio, ambos
estimulos dependientes de calcio. Esta apoptosis es dependiente de la activacién de
caspasas y de serina-proteasas, pero independiente de ciclofilina D y PTP (Mizuta et al.,
2007). En nuestro trabajo, la expresién de SERCA en células BAX/BAK DKO (figura
11B) y la incubacién con ciclosporina A (figura 11C) no lograron modular la muerte
celular observada en condiciones de estrés de RE y privacion de suero, dando indicios de

que la liberacion de calcio probablemente no estaria regulando la apoptosis observada.

3.4 Especificidad del estimulo de muerte celular.

Uno de los aspectos mds interesantes de este trabajo fue encontrar que sélo

estresores especificos de RE fueron capaces de provocar apoptosis en células BAX/BAK
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DKO bajo condiciones de privacién de suero (figura 7B). Esto sugiere que podria existir
una sefial especifica proveniente del RE que gatilla la apoptosis mediada por la
liberacién de citocromo ¢ en la mitocondria. Dentro de las sefiales de muerte que se
inducen pot estrés de RE que han sido deseritis e Ia literatura se eficuentra 1a activacion
de JNK (del inglés cJun-N kinase), una kinasa que est4 involucrada en apoptosis
extrinseca inducida por ligando y que ademas puede ser activada por estrés de RE
(Urano et al., 2000). En condiciones de estrés de RE, el sensor de esirés de RE IRE1-g, a
través de su dominio citosélico une a TRAF2 (del inglés tumor necrosis factor receptor
associated factor 2), una proteina adaptadora que activa a JNK. Por otro lado, ha sido
descrito que GSK3p (del inglés glycogen synthase kinase-3B) puede ser inducida por
tapsigargina y su activacién por desfosorilacion genera la activacion de caspasa-3 y la
consiguiente apoptosis (Song et al., 2002). Tanto JNK como GSK3B fueron descartadas
como participantes en la muerte observada en células BAX/BAK DKO en experimentos
de viabilidad complementarios con Anexina-V-FITC realizados con inhibidores
especificos de JNK y GSK3pB. En estos ensayos no s¢ observé ningiin efecto de los
inhibidores en la muerte producida en las células BAX/BAK DKO con estrés de RE y
privacion de suero (datos no mostrados).

Otra proteina que ha sido, no sin controversia (Obeng and Boise, 2005),
involucrada en muerte mediada por estrés de RE es caspasa-12 (Nakagawa et al., 2000;
Yoneda et al., 2001). En células de ratén, pro-caspasa-12 es procesada posiblemente por
interaccién con el complejo IREl-o. y TRAF2, produciendo apoptosis luego de ser
inducido estrés de RE. Para estudiar el papel del procesamiento de la pro-caspasa-12 en

nuestro modelo, fueron realizados ensayos de inmuno blot en los cuales no se observé

34




cambio en los niveles de procesamiento de la pro-caspasa-12 en células BAXBAK
DKO con estrés de RE, incluso en condiciones adicionales de privacién de suero (datos
no mostrados).

Por ditimo, otra rama de 1o UPR que ha sido ligada con la induccion de Ta
apoptosis es la via del sensor de estrés de RE, PERK. Este sensor, al ser activado por la
acumulacion de proteinas mal plegadas, activa a ATF4, un factor de trascripcién que
induce el aumento de genes que producen una disminucién de la acumulacién de
proteinas en el RE. Sin embargo, también activa la trascripcién de CHOP, un factor de
trascripeion que induce apoptosis (Lin et al., 2007; Marciniak et al., 2004; McCullough
et al., 2001). Para evaluar el rol de esta via de la UPR como inductor de la apoptosis
bajo nuestras condiciones experimentales, estamos actualmente generando lineas de
células BAX/BAK DKO con los tres componentes de esta via silenciados, PERK, ATF4
y CHOP. Al realizar los ensayos de viabilidad en estas lineas, podremos investigar el rol

especifico de la via PERK en la muerte observada en nuestro modelo,

3.5 Regulacién rio arriba del estimulo apoptético.

Basados en el hecho de que la apoptosis observada en este estudio es dependiente
especificamente de estrés de RE en condiciones de privacién de suero, nosotros
especulamos que una via de sefializacién dependiente de factores de crecimiento. podria
estar normalmente inhibiendo una via de apoptosis alternativa, independiente de

BAX/BAK y el PTP. En este contexto, surgen por lo menos dos candidatos interesantes:

la cascada de quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK, del inglés extracelular




signal-regulated kinase cascade) y la via de la quinasa AKT. La via de AKT/PI3K
(siglas del inglés Phosphoinositide 3-kinases) ha sido implicada en la liberacién de
citocromo ¢ en presencia y ausencia de BAX y BAK a través de la activacién de
hexoquinasas (Majewski et al., 2004). Sin embarge, en experimentos de nuestro
laboratorio, realizados en células BAX/BAK DKO con 10% de suero y en presencia de
tunicamicina y tres inhibidores independientes de la via PI3K, no pudimos observar la
induccién de muerte celular similar a la observada bajo una combinacion de estrés de
RE y privacion de suero (datos no mostrados). Ademds, como se menciond
anteriormente, al incubar con inhibidores de JNK y GSK38, las células BAX/BAK DKO
no presentaron proteccion a la muerte celular (datos no mostrados). Estas observaciones
descartarian indirectamente la participacién de esta via en la regulacion de la apoptosis
observada al incubar células BAX/BAK DKO con estresores de RE en condiciones de
privacion de suero. Sin embargo, resta pesquisar la participacién de la via ERK en la
muerte observada en células BAX/BAK DKO bajo estrés de RE en condiciones de

privacion de suero.
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Figura 13. Modelo especulativo para explicar la apoptosis mediada por estrés de RE
bajo condiciones de privacién de suero independiente de BAX/BAK y de PTP.
Cuando el RE se encuentra bajo estrés cronico, se activan vias que llevan a apoptosis,
como por ejemplo la via de la UPR mediadas por el sensor de estrés de RE PERK y sus
factores de trascripcion rio abajo ATF4 y CHOP. Esto lleva a un desbalance entre los
niveles de proteinas pro- y anti-apoptdticas en la membrana externa de la mitocondria,
activando a BAX y BAK, con la consecuente salida de citocromo ¢ hacia el citoplasma.
Alternativamente, la recarga de calcio de la mitocondria abre el PTP, promoviendo la
translocacion de citocromo c¢ hacia el citoplasma. Factores de crecimiento que se
encuentran en el suero podrian estar inhibiendo un poro alternativo que promueve la
liberacion de citocromo ¢ bajo condiciones de estrés de reticulo que es independiente de
BAX/BAK y de ciclofilina D (PTP). Esta inhibicién podria estar mediada por vias de
transduccion de sefiales a través de ERK/PI3K. Este poro podria estar formado por
ceramidas y estar sujeto a regulacion. El citocromo c liberado, probablemente formaria
parte del apoptosoma, lo que lleva a apoptosis por la via intrinseca, a través de la
activacion del apoptosoma y de caspasas efectoras.




6. Conclusiones.

En este trabajo se presenta evidencia de la existencia de una via alternativa de
apoptosis, independiente de BAX y BAK, proteinas esenciales para la activacién de la
apoptosis intrinseca bajo diferentes estimulos. Ademés, fue posible descartar Ia
participacién de ciclofilina D y del poro dependiente de calcio, PTP, en esta muerte
celular. Interesantemente, la apoptosis observada ocurre bajo condiciones especificas de
estrés de RE y privacién de suero y no otros tipos de estrés como son el dafio al DNA,
dafio a microtubulos o estrés oxidativo. Esta combinacién de estresores gatillaria la
liberaci6n de citocromo.c.con la consiguiente muerte celular dependiente de caspasas. Es.
decir, la muerte celular observada en estas células BAX/BAK DKO estaria inhibida en
condiciones normales de cultivo celular (alto suero) y seria activada o desinhibida en
condiciones de privacién de suero. Aun queda por definir los mecanismo de regulacién
implicados en esta muerte celular. Sin embargo, hemos podido descartar la participacion
en la regulacion de esta apoptosis a las proteinas BH3-only y la participacién del PTP en
el proceso.

El conocimiento de la existencia de una apoptosis independiente de BAX/BAK y
ciclofilina D podria ser de vital importancia al momento de disefiar estrategias con el fin
de alterar la regulacién mediada por la familia BCL-2, en el contexto de alguna
enfermedad. Eso debido a que, dependiendo del contexto celular, por ejemplo en
presencia o ausencia de factores de crecimiento, la regulacion de la apoptosis tal cual la

conocemos podria variar drasticamente.
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