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Resumen.

La  mayoria  de  los  estinulos  intrinsecos  de  muerte  celular  convergen  en  la

activaci6n de proteinas pro-apopt6ticas de la familia BCL-2 en la membrana extema de

la mitocondria.  Esto  produce  la  liberaci6n  de  citocromo  c  hacia  el  citoplasma y  la

consiguiente  activaci6n  de  caspasas.   Las  proteinas  pro-apopt6ticas  BAX  y  BAK

`coustitnyen  el  ndeleo  en  el  oral  .convergen  lus  -diferentes  -estimulus  apapfoticus

intrinsecos. El esties cr6nico del reticulo endoplasmatico aRE) produce una regulaci6n

positiva de proteinas pro-apopt6ticas BH3-only que llevan a un   activaci6n 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 estr5s de

RE en condiciones de privaci6n de suero en c61ulas doble deficientes en BAX y BAK.

Esta apoptosis pudo ser revertida parcialmente con inhibidores de caspasas, sin embargo,

result6 insensible a la expresi6n de proteinas pro-apoptoticas BH3-only.  Cabe destacar

que ia muerte celular independiente de BAX/BAK no se vi6 aiectada por tratamientos

con ciclosporina A o mediante el silenciamiento del gen de ciclofilina D, un componente

esencial  del  poro  de  transici6n  permeable  de  la  mitocondria.  Nuestros  resultados

sugieren la existencia de rna via altemativa de apoptosis mitocondrial que es gatillada

por estres  de RE  en condiciones  de privaci6n  de  suero,  la curl  es  independiente  de

•ci.cinfilinaD.y-deprote±naspro=-apepthticasdelafamiliaBCLE2.



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  c  and

caspases activation. Pro-apoptotic Eel-2 family member i3AX and BAK constrfute an

essential    gateway    to    the    mitochondrial-mediated    apoptosis    pathway.    Chronic

endoplasmic  reticulun  (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-

dependeflt  apoptosis  in BAX  and  BAK do.uble  knockout {DKO.). cells when  stress

stimulation is  performed under mild  serum  withdrawal,  a phenomenon that was  not

observed  with  other  intrinsic  death  stinuli.  Apoptosis  under  these  conditions  was

blocked  by  general   caspase   inhibitors  but  was  insensitive  to  BH3-only  proteius

expression.    Interestingly,    BAxreAK-independent   apoptosis   was    unaffected   by

cyclosporin A treatments or cyclophilin D knockdowrL an essential component of the

mitochondrial membrane permeability transition pore. Our results suggest the existence

ofanaltemativeintrinsicapoptosispathwayemergingfromthemitochondriainducedby

ERstressandserumwit-hdrawa-1thatisindependentof-cyc-lop-hi-IinDandBCL-2family

pro-apoptotic proteius expression.
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1. Introducci6n.

1.1 Apoptosis.

La apoptosis es un tipo  de muerte celular programada conservada a trav5s  de

todoslosmetazoos.Laapoptosisesesencialparalahomeostasiscelularenlostejidosen

desarrollo  y  a  lo  largo  de  la  adultez  de  los  organismos  multicelulares  .@anial  and

Korsmeyer, 2004).  For ejemplo, la muerte celular por apoptosis es crucial  durante el

desarrollo en la morfog6nesis de los tejidos y la mantenci6n de la froci6n del sistema

irmune, entre otros (Opfeman and Korsmeyer, 2003). Sin embargo, mediante ensayos

deganaciayp6rdidadefunci6ndegenesinvolucradosenlaregulaci6ndelaapoptosis

efl ra.tones. y es,tH_ai.Qs. gen.etiQQ§  en. pa~Q±ep.t_Qg, S.Q h.a vis`t_Q  que I.a des.regeda€i¢n ee es.t.e

proceso puede desencaderm diferentes patologias. Por ejemplo, rna disminuci6n de la

apoptosispuedecontribuiralaformaci6ndetunoresdehidoalairmortalizaci6ncelular

y  la  replicaci6n  descontrolada   de   la  celula  llevando   al   cancer  o   enfemedades

autoirmunes.  Por  el  contrario,  el  aceleramiento  de  este  proceso  podria  conducir  al

desarrollo de enfermedades  neurodegenerativas,  la inmunodeficiencia y tambi6n  a la

infertilidad (Youle and Strasser, 2008).

La  apoptosis  fue  inicialmente  defirfuda  durante  el  desarrollo,  basado  en  la

observaci6n de mani`fes.taciones molfol6gicas en la c6lula como arredondanien`to de la

c6lula,   retracci6n   de   psend6podos,   reducci6n   del   volunen   celular   y   nuclear,

fragmentaci6nnuclearyperdidadelaintegridaddelamembranaplasmaticaa€erretal.,

1972). Ademas, existen marcadores bioquinicos de la apoptosis como son la activaci6n
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masiva de ciertas proteasas llamadas caspasas, 1a p6rdida del potencial mitocondrial, la

permeabilizaci6n    de    la   membrana   mitocondrial    extema   y    la    exposici6n    de

fosfatidilserinas hacia el exterior celular   quoemer et al., 2009).

Exi.st.e-fi .d'®'s vi.a-s .g'e-a.ef-al.e.s a.e tf-an's-du-col-ch a.e -s.efi.al.es .a-ti.e lfev-an -a I-a ±ii-chl.cei-6H

de   la   apoptosis:   1as   vias   intriuseca   y   extrinseca   (Green,   2000).   Ambas   rutas

desencadenan en la activaci6n de un grupo de cisteina-proteasas, denominadas caspasas,

que a trav6s del corte proteolitico de proteinas en sus residuos aspartato desmantelan

ineversiblemente   diferentes   estructuras   celulares   necesarias   para  la   sobrevivencia

celular. For ej.emplo,. Ias caspasas son las encar.g.adas de desmantelar la linina nuclear

en   donde   se   organjza   la   cromatina,      ademas   de   inactivar   diferentes   proteinas

estructurales  involucradas  en  el  citoesqueleto.  Por  otro  lado,  la  activaci6n  de  las

caspasas lleva a la activaci6n de la DNAsa CAD (DNasa activada por caspasas), 1o que

promueve a la degradacion del ADN en un patr6n intemucleos6mico (Thombelry and

Lazebnik, 1998).

En  la  via  extriuseca,  1a muerte  celular  es  gatillada por  estfmulos  extemos,  a

traves de la uni6n de un ligando como el factor de necrosis tunoral (o TNF de sus siglas

•en  in.gl.e-s,  Ttrm.a-r  N-eero.sis.  Fa.ctor)  .a  1i-g-an.d-a  Fas  .c-on  -se  I.ece,pt-or  (TNFR  -a  Fa-s,

respectivanente). Estos receptores poseen un dominio de muerte intracelular que recluta

a diferentes adaptadores, llevando a la union y activaci6n conformacional de caspasas

iniciadoras  como  la  caspasa-8.  Esto  inicia  rna  cascada  amplificadora  de  la  sefial

mediada por la activaci6n por prote6lisis de caspasas efectoras, como caspasa-3, -6 o -7,

las que ej.ecutan la muerte celular. En el caso de la via intrinseca,. Ia apoptosis puede

ocurir por estimulos intracelulares como infecci6n viral, dafio del ADN, privaci6n de
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factores  de  crecimiento,   esties  de  reticulo  endoplasmatico  qRE)  o  activaci6n  de

programas gen5ticos.  Como se veri mas adelante, estos estimulos llevan finalmente a la

activaci6n de la caspasa iniciadora, caspasa-9, con la posterior activaci6n proteolitica de

e-.a.sp-a.s-as, .ej-ec.-tito£-as {Gr.eon, 2.OcO).

I_t2\B_ct_a_e]_a.mi_€QeQp_drj_a.en_I_a.vi_a_int.rfuaeca_dea.pQptQsis..

La via de apoptosis intrinseca tambien es conocida como la via mitocondrial, ya

que los estimulos que causan este tipo de apoptosis llevan a la permeabilizaci6n de la

membrana externa de la mitocondria, lo que a su vez produce la liberaci6n de proteinas

como   SMACDIABLO    (del   ingl6s    Second   Mitochondria-derived   Activator   of

Caspases®irect IAP-hinding protein with low pl)), AIF (del ingles Apoptotic Inducing

Factor)  y  citocromo  c  desde  el  espacio  intermembrana  de  la  mitocondria  hacia  el

citoplasma.  En el citoplasma,  el  citocromo  c une  a rna proteina adaptadora llamada

APAF1  (de las siglas en ingl6s Apoptotic Protease Activating Factor 1) formando un

anillo  haptamerico  que  recluta  a  pro-caspasas-9.  Este  complejo  es  conocido  como

apoptosoma y es esencial para la activaci6n de la apoptosis (Bao and Sdi, 2007).  La

union de la pro-caspasa-9 al anillo heptan6rico provoca un cambio conformacional en la

pro-caspasa-9,  pemitiendo  su dimerizacion, generando  caspasa-9  activa (Figura  18).

Esta 'caspasa iriciadora, 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  intriusica  se

ejemplifica en los fenotipos descritos de c6lulas deficientes para cz.focror#o c (Li et al.,
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2000), clp¢/-I (Yoshida et al., 1998), cap¢So-9 (Kuida et al., 1998) o capaS¢-3 cauida

et  al.,   1996).  Estas  c6lulas  son  resistentes  a  desarrollar  apoptosis  mediada  por  rna

variedad de estimulos de muerte celular intrinsecos.

1.3 Regulaci6n de la via intrfnseca de apoptosis per la familia BCL-2.

Thdeplueesoeseneialparalasobrevivenciadeunac5lulaesaltamenteregulade

y los procesos relacionados con la via indinseca de apoptosis no son la excepci6n. Asi,

1adecisi6ndeunac6lulade"cometersuicidio"esaltamentecontroladoporproteinasde

la fanilia BCL-2 (por las siglas en ingles B-cell lymphoma-2, ya que fue descubierta

como rna traslocaci6n cromosomal en lymphomas de c5lulas a).  Las proteinas de la

familia BCL-2 ejercen su regulaci6n de la muerte celular rio arriba de la mitocondria,

regulando la translocaci6n de citocromo c hacia el citoplasma. En terminos generates, 1a

familia  BCL-2  esta  formada  por  miembros  tanto  anti-  como  pro-apopt6ticos.  Esta

iami.lia esta defini-da por su mi.embro indador BCL-2 (Tsujimoto et al., 1985; Vaur et

al., 1988), donde sus componentes pueden compartir hasta cuatro dominios oi-h5lices de

homologfa con BCL-2, llamados domihios BH1, BIE, BH3 y BH4 ®or las siglas en

ingl6s BCL-2 homology domains, Figura lA).

Dentro de la primera clase, Ios  que inhiben la apoptosis (anti-apopt6ticas),  se

`elrouentra BCLE.2  ademds de BCL=_XL,  MCL=_1,  A1, entre otros.  Este  subgrqu pusee

homologfaenlos4dominios,desdeeldominioBHlhastaBH4(FigunlA).Lasegunda

clase, 1a de las proteinas que inducen apoptosis, posee dos subgrupos. Primero estin los

miembros   pro-apopt6ticos   de   multidominio   BAX,   BAK   y   BOK.   Estos   poseen
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homologia en los  dominios BHl  hasta BH3.  El  segundo  subgrupo pro-apopt6tico  es

llamado proteinas "Bin-only", ya que poseen homologfa solo en el dominio BH3 (por

ejemplo BIM, PUMAO BAD y BD, Figura lA).

Evi.den-oi-a.s   -g.e-a.6ti.c.as   haH  -deffi-a.str-a.de   qu.e  I.a.s   p-rotef n.as   BAX  y   BAK  .s.on

esenciales para la activaci6n de la apoptosis ya que celulas doble-deficientes en estas

proteinas son altamente resistentes a estinulos de muerte intrinsecos (Wei et al., 2001).

La activaci6n de BAX y BAK esfa directamente regulada por las proteinas BH3-only,

1as que acthan como moduladores rio arriba de esta via (Figura 18). En un estado basal,

sin sefiales de muerte,. Ios niveles de proteinas BH3-only son baj..as y las existentes se

encuentran asociadas a proteinas anti-apopt6ticas de la familia BCL-2, 1as que inhiben

su funci6n pro-apopt6tica (Cheng et al., 2001;  Letai  et al., 2002).  BAX se encuentra

como mon6mero en el citoplasma y BAK se localiza en la membrana de la mitocondria

donde  esfa  inhibido  mediante  su  asociaci6n  con  VDAC-2,  un  canal  dependiente  de

diferencia de potencial ani6nico (Cheng et al., 2003).

Diferentes  sefiales  de  dafio  celular  llevan  a  rna  regulaci6n  positiva  de  las

proteinas  BH3-only.  Esta  activaci6n  puede  ser  transcripctonal,  como  es  el  caso  de

NCixA -y P.UMA, I-a.s .que .s.on indu.oida-s per -el fa-ot-or tran§.Gripei-on-al p53 en re-spuesta -a

dafio ineversible al ADN (Mchalak et al., 2008). Otro ejemplo es la proteina BH3-only

Bug    la  cual  es  inducida  transcripcionalmente  en  c61ulas  bajo  estr6s  del  reticulo

endoplasmico  q3E)  ¢uthalakath  et  al.,  2007).  La  activaci6n  de proteinas BH3-only

tambien puede  ser  regulada  a  nivel  post-traduccioml  qfutlck  and  Letai,  2008).  For

ej.emplo,`  la  proteina  BAD  es  activada  por  desfosforilaci6n  en  respuesta  a  falta  de

factores  de  creciniento.  Por  otro  ]ado,  ]a  proteina  BH3-only  BD  es  activada  por
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prote6lisis mediada por caspasa-8,   generando la forma trmcada pro-apopt6tica tBID.

Porultimo,BIMtambi6nesactivadaporfosforilaci6nydisociaci6ndelcomplejomotor

de dineina ¢uthalakath et al,, 1999).

L-a-s  p-I-®t'eim.s  BH3--®rdy  -a  .s-tl  v-a.a.  p-a.eden  -s.ef  .s-ub.divi.di-dr.s  .en  d®-s  .grtlp-a-s  -de

acuerdo a su funci6n.  Estin las BH3-only seusibilizadoras  que modulan la apoptosis

regulando a BAX/BAK indirectamente GAD, NOXA, BMF y BK) y las activadoras

que inducen directamente apoptosis mediada por BAX y BAK (como BnI PUMA y t-

BID) (Kin et al., 2006; Letai et al., 2002) (Figura 18). La diferencia entre las proteinas

BH3-only activadoras y seusibilizadoras reside  en que las prineras pueden activar a

BAX/BAK  de manera directa,  mientras que  las  seusibilizadoras lo  hacen de manera

indirecta, a trav5s de ]a inhibici6n de las proteinas anti-apopt6ticas (Figura 18) (Youle

and Strasser, 2008). Las proteinas BH3-only, al ser reguladas positivamente, rompen el

equilibrio entre proteinas anti-y pro-apoptoticas. Luego las BH3 -only activadoras lil)res

interacthan con BAXA3AK, generando un cambio de conformaci6n en estas que llevara

a su homo-oligomerizaci6n en la membrana extema de la mitocondria. Este proceso es

esencial en la posterior liberaci6n de citocromo c con la consecuente activaci6n de la

•ap-opt.a-sis.   Pop  -otro  1-ad-a,   la.s  protein-a.s  BH3--only  .s-ensibiliz-ad-ora.s,  .que  tien.en  in-a-s

afinidad por las proteinas anti-apoptdticas se unen a estas y desplazan a las BH3-only

activadoras  ya unidas  a las  proteinas  anti-apopt6ticas,  activando  asi  a BAX y BAR

(Figura 18) (Kin et al., 2006; Letai et al., 2002).

Basado  en  estos  antecedentes  es  posible  establecer  rna jerarqur'a  entre  los

miembros  de  la  familia  BCL-2  donde  las  proteinas  pro-apopt6ticas  BAX  y  BAK

constitnyen el ndcleo central donde convergen los estimulos de muerte asociados a la

8



activaci6n  de  proteinas  BRE-only  particulares  (Figura  18).  Es  asf  como  los  ratones

doble  deficientes  para  las  proteinas  BAX  y  BAK  (desde  ahora  nombrados  como

BAX/BAK DKO del ingles Double ELock Out) poseen rna letalidad cercalia al 90%

•debi-d'o a ffitiltipl.e.s  .defe-cto.s  en  el .de-s-an-oil.a -a.s-a-e-i-a.d-a-s -a 1-a  iifeibioi-6n de I-a .ap.a-pt-a.sis,

incluyendo persistencia de uniones interdigitales, falla en el desarrollo del canal vaginal

y acumulaci6n de c6lulas en los sistemas nervioso y hematopoi6tico. 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 sinilares y complementan sus

actividadesenlaviadeapoptosisintriuseca(Lindstenetal.,2000).Ademds,fibroblastos

embrionarios CREFs, de las siglas en ingles Mouse Embryonic Fibroblast) extraidos de

estos ratones DKO para BAX y BAK probaron ser altamente resistentes a multiples

estimulos   apopt6ticos   incluyendo:   estaurosporina   (inhibe   por   competencia   a   las

proteinas kinasas), radiaci6n ultravioleta (provoca dafio al ADN), etop6sido (inhibe la

topoisomerasa 2) y privaci6n  de  suero  entre  otros  (Wei  et al.,  2001).  En este mismo

trabajo fue demostrado que las c61ulas BAX/BAK DKO son altamente resistentes a la

mue-fteinduoi-clap-or-a-gents-s-qu.e.afe.otan-elRE,.com-a.s-onl-atap-si-g-argin-a(irfuib-e.el-a-an-al

de  Ca2+-ATpasa  SERCA) y tunicamicina (inhibidor especifico de la N-glicosilaci6n).

Ambas drogas provocan acumulaci6n de proteinas mal plegadas en el RE, provocando

estr6sdeesteorganeloyundafioirreversible,gatillandoconsecuentementelaapoptosis.

9.
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Figure 1. Regulaci6n de ]a apoptosis intrinseca. (A) Los miembros de la familia BCL-
2 poseen hasta 4 dominios de homologia (BHl-BH4) entre ellos y pueden dividirse en
dos grupos: pro- y anti-apopt6ticos. Las proteinas pro-apopt6ticas pueden subdividirse en
miembros  multidominio  que  conservan  las  regiones  BH1-3,  y  en  proteinas  que  s6lo
poseen el dominio BH3, llamados BH3-only. a) En un estado basal sin estr5s celular, las
proteirms BH3-only activadoras como BIM y PUMA se encuentran inhibidas mediante
su   interacci6n con proteinas anti-apopt6ticas como BCL-2.  Ademds,  BCL-2  inhibe  la
oligomerizaci6n de  BAX/BAK en  la mitocondria.  Luego de un estinulo  intrirLseco  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 inducci6n activa directanente a BAX y BAK en la mitocondria. Por
otro lado, las proteinas BH3-only seusibilizadoras, como NOXA y BAD, desplazan la
uni6n entre las proteinas anti-apoptoticas con las BH3uly activadoras. Esto libera a las
proteinas BH3-only activadoras que luego producen la oligomerizaci6n de BAX/BAK en
la membrana mitocondrial extema. Esto lleva a la translocaci6n de citocromo c hacia el
citoplasmag  el  que  luego  se  une  a  APAF-l  y  a pro-caspasa  9  en  presencia  de  ATP,
formando un complejo multiproteico llalnado el apoptosoma.  El apoptosoma media la
activaci6n de  caspasas efectoras que ejecutan la apoptosis.
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1.4 Pore de transici6n  permeable de la membrana mitocondrial.

La activaci6n de BAX y BAK no es la hica manera por la cual el citocromo c es

liberado hacia el citoplasma para fomar el apoptosoma. Otro mecahismo  de liberaci6n

de citocromo c a`I citop-Iasma es a trav6s de-I poro de transici6n pemea`ble o i-TP (del

ingl6s  Permeability  Transition Pore),  que  al  fomarse  en la mitocondria,  provoca  el

ingreso  de  solutos  y  agua  a  la  matriz  mitocondrial.  Esto  lleva  a  rna  ruptun  de  la

membrana intema y extema de la mitocondria por presi6n osm6tica. De esta manera,

ocurreunaliberaci6ndeproteinaspro-apopt6ticascomocitocromocdesdelazonainter-

`menbrara de la mfrocondria {O.w et al., 20.0.8.). I;rfus compormtes identifroades del PTP

son  las  proteinas  VDAC  (del  ingl6s  Voltage-dependent Anion  Charmel),  ANT  (del

ingl5s Adenine Nucleotide Translocator) y ciclofilina D.  VDAC,  tambien es llanado

porina mitocondrial que funciona como un canal dependiente de voltaje ari6nico y se

encuentra en la membrana mitocondrial extema. ANT es un transportador espectfico de

ATP/ADP,  que  se  encuentra  en  la  membrana  mitocondrial  intema.  Asociada  a  este

trasportador,  se  encuentra  en  la  matriz  mitocondrial  la  chaperona  con  actividad

peptidilprolfl  isomerasa,  ciclofilina D.  EI  PIP  es  regulado  positivamente  por  calcio

(Ca2+)(GrimmandBrdiczka,-20.07).Ademaspuedeserinhibidoporcic.losporinaA,que

inhibe  directamente  a  ciclofilina D,  disminuyendo  la muerte  celular (Tsujimoto  and

Shimizu,   2007)   (Figura   2).   Estudios   funcionales   utilizando   ratones   nulos   han

demostradosoloparaciclofilinaDunrolfundanentalenlamuertecelular(Bainesetal.,

2005; Nckagawa et al., 2005; Schinzel et al., 2005). EI PIP es especfficanente activado

per es.tinulos, dependientes de Ca+2 asocindos a rna sobr±.gr de calcio. en la matriz
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mitocondrial.  Estudios  con  c6lulas  deficientes  en  ciclofilina  D,  demostraron  que  la

ausencia de esta proteina no provocaba cambios en la muerte celular al ser fncubadas

con   estinulos  intriusecos   (tunicamicina,   etoposido,   brefeldina  A,   tapsigarSna   y

estaurosporina) y` extrfnsecos (TNF y TRAEL) -(S.c-hin2:iel -et -al., 2cO5). Sin e-mb`ang-a, un`a

protecci6n en las c6lulas nulas para ciclofilina D fue observada cundo se indujo esties

oxidativoconper6xidodehidr6geno(H202)enrelaci6nasucontrapartesilvestre(WT).

EI H202 induce liberaci6n de calcio de los compartimentos intracelulares q3ootman et

al., 2002; Scorrano et al., 2003). En este mismo estudio, fue demostrado que en ratones

deficientes de ciclofilina D el tamafio del infato cerebral se veia drdsticamente reducido

en modelos  de  isquemia,  donde  ocune  rna recarga  de  Ca+2.  Es  decir,  ciclofilina D

tendri'a un rol esencial en la muerte mediada por estres oxidativo.
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Figure 2. Mecanismos de translocaci6n de citocromo c desde la mitocondria hacia
e]  citoplasma  durante  la  apoptosis.  Existen  diferentes  maneras  de  promover  la
translocaci6n de citocromo c desde la mitocondria al citoplasma. Todas ellas llevan a la
acticaci6n de la apoptosis a trav6s de la formaci6n del apoptosoma y la consecuente
activaci6n de caspasas efectoras. La via cldsica de liberaci6n de citocromo c es a trav6s
de la activaci6n 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 extema.  Por otro
lado, cuando se producen estinulos apoptoticos que aumeutan los niveles de calcio en
el citoplasma, se produce liberaci6n de citocromo c por una recarga de calcio dentro de
la mitocondria y la posterior ruptura por osm6sis de las membranas mitocondrial intema
y  extema.  Esta entrada de  calcio  y  agua produce  la apertura del poro  de  transici6n
permeable Q'TP), formado por las proteinas VDAC, ANT y ciclofilina D. EI PTP es
inhibido por ciclosporina A, un inhibidor especicfico de ciclofilina D. Por ultimo, se ha
demostrado la participaci6n de un tercer mecanismo de liberaci6n de citocromo c de
identidad desconocida que es inducido por tratamientos con deido araquid6nico junto a
ion6foros de calcio. Ademas, este poro es regulado negativamente por inhibidores de
serius proteasas.



1.5RoldelaRespuestaaProteinasMalPlegadasenlaApoptosis.

Diferentes  perturbaciones  generan  un  dafio  irreversible  del  RE,  activando  la

apoptosis intrinseca. EI RE tiene dos funciones principales entre otras.  La primera es

constifuir  e.1. mayor  compardmiento  de  a-lmacenamiento  de  calcio.  La  segunda  es  e`l.

organelo  donde  se  produce  la  maduraci6n  y  el  plegamiento  de  proteinas  de  la via

secretora. Ciertas condiciones, como la expresi6n de proteinas mutantes, disminuci6n de

calcioenelREycamhiosenelestadoredoxdelRE,puedeninterferirdrfsticamentecon

el proceso de plegamiento oxidativo de las proteinas en el lunen de este organelo. Esto

desencadena ha acumulaci6n de proteinas mal plegadas en el RE, condiei6n conocida

como "estr6s del RE" (Hetz and Glimcher, 2008).

El  mecanismo  celular para  aliviar  este  esties  es  conocido  como  Respuesta  a

ProteinasMalPlegadas(oUPRdelassidaseningl6sparaUrfoldedProteinRespouse).

La  UPR  censa  la  acumulaci6n  inadecunda  de  proteinas  mal  plegadas  gatillando

complejos  procesos  adaptativos.  Los  sensores  de  esties  mfs  estudiados  son  IRE-1G

(inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease), PERK (PKR-like ER kinase)

y ATF6 (activating trasncription factor 6). Estos sensores al ser activados controlan la

expresi6n de mditip-I.es genes que regulan e-l` tamafio del. RE y Gel. Aparato de Golgi,   la

capacidad de plegamiento de proteinas, el control de la calidad de proteinas entre otras,

reduciendo la sobrecarga de proteinas mal plegadas aion and Walter, 2007). Cunndo el

estres de RE es cr6nico y la homeostasis no puede ser recuperada, la UPR conlleva a la

apoptosis para eliminar la c6lula dafiada. La sefializaci6n prolongada de la via mediada

porPERKllevaalaapoptosisprodrcta.delainduccichdedeunfactortrascripeiond
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pro-apopt6tico  denominado  CHOP  (  CAIBP  homologous  protein),  el  que  inhibe  la

expresi6n de bc/-2 e induce la transcripcion de a;.ne (Lin et al., 2007; Marcinjak et al.,

2004; Mccullou8h et al., 2001) a?igura 3).

1.6 Interacci6n MitocondriamE y su rol en la Apoptosis.

LamitocondriayelREestaninterconectedostantofisieacomofisinl6gicamente.

De hecho, cerca del 20% de la superficie mitocondrial esta en contacto directo con el

RE,  donde  ocurre  rna comunicaci6n  altamente  regulada.  Es  en estos  microdominios

donde existe un traspaso de Ca+2 desde el RE a la mitocondria a traves de los camles de

H3 (inositol 1, 4, 5-trifosfato) aiizzuto et al.,1998). La cantidad de calcio intercamhiado

desde el RE a la mitocondria es directamente proporcional a la concentraci6n de calcio

en el RE ([Ca+2]RE). Dos grupos independientes mostraron que BAX y BAK no solo se

localizan en la mitocondia, sino tambien en la membrana del RE donde estas proteinas

control.anla[Ca=#]RE(Scorranoetal.,2003;Zongetal.,2003).Porej`emplo,i-asc6iui.as

REFs BAX/BAK DKO presentan bajas  [Ca+2]RE,  por lo tanto poco  Ca+2  es  liberado

hacia el citoplasma bajo estimulaci6n en estas c6lulas. En consecuencia la recarga de

calcio mitocondrial es baja en estas c6lulas BAX/BAK DKO. Debido a esta raz6n, la

activaci6n  del  PTP  en  la  mitocondria  esfa  tambi6n  disminuida  en  estas  c6lulas,

presentando. rna resistencia frente a la apoptosis mediada par estinulus dependiente de

Ca+2   liberado del RE como son el acido araquid6hico, ceramidas o H202. Los autores

demostraron en forma elegante que mediante la sobreexpresi6n de la bomba de Ca+2 del

RE,  SERCA,   fue posible restablecer los niveles normales de [Ca+2]RE. Esta estrategia
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recoustituy6 la captaci6n de Ca+2   por la mitocondria y la seusibilidad de estas c6lulas

frente a muerte asociada con liberaci6n de calcio y aperfura del PTP.  Es  importante

destacar  que  la  sobreexpresi6n  de  SERCA  no  afecto  la  resistencta  de  las  celulas

BAX/BAK  DKO  frent.e  .a  I-a  .ap.opto.si.s  in-du.cid-a  pot  `e-str'e-s  a.e  RE,  fo  .qu.e  p.emiti6

disectar  finamente  anbas  vias.   S6lo  la  expresi6n  de  BAX  especificamente  en  la

mitocondria  restableci6  ]a  seusihilidad  de  estas  c5lulas  DKO  frente  a  la  apoptosis

intrinsecaasociadaalestr5senelRE.Estosresultadosseexplicarianporelhechodeque

]a inducci6n transcripcional de proteinas BH3-only bajo condiciones de estr6s de RE

convergeenlaactivaci6ndeBAXyBAKenlarfutocondria,..gatillandoasilaapoptosis

(Figura 3). En cambio, la sobrecarga de calcio en la mitocondria por si sola induce la

liberaci6n de citocromo c en forma independiente de BAX/BAK (RImessi et al., 2008).

Estos resultados en conjunto sugieren que  existe una comuulcaci6n entre el RE y la

mitocondria  en  la regulaci6n  de  la  apoptosis,  rna mediada  por  la  inducci6n  de  las

proteinas BH3-only y la activaci6n de BAX y BAK y otra por la apertura del PIP

productodelasobrecargadecalcioenlamitocondria¢igura3).
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Figura    3.    Apoptosis    dependiente    de    estr€s    de    RE.    Ciertas    condiciones
desencadenan ]a acumu]aci6n de proteinas mal plegadas en el RE, estado conocido
come "estrts del RE''. El mecanismo celular para aliviar este estres es conocido como
la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).  Sin embargo, bajo estr6s cr6nico la UPR
lleva  a  apoptosis.   Sensores   de   la  UPR  como  PERK  y   ATF6   activan  al   factor
trascripeional CHOP, que disminuye los niveles de expresi6n de  bc/-2 y regula ademds
positivamente los niveles de transcripci6n de bz.in. Este desbalance entre proteinas anti-
y pro-apopt6ticas  lleva a la apoptosis a traves de  la activaci6n  de  BAX/BAK  en  la
mitocondria. Por otro lado, el nivel de calcio en el lumen del RE es regulado a trav6s de
la bomba calcio ATpasa SERCA, de BAX/BAKrecL-2 en el RE, ademas de canales
como el receptor de IP3 (IP3R) y el receptor de rianodina (RYR). Bajo estinulos que
provocan liberaci6n de  calcio  desde  el  RE  a trav6s  del IP3R,  se producife 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
liberaci6n de este bajo estimulaci6n, y por ende un aumento en la sobrecarga de calcio
en la mitocondria.



1.7dvlasapopt6ticasintrinsecasindependientesdeBAxmAKyPTP?

Las  proteinas  multidominio  BAX  y  BAK  son  el  ndeleo  donde  convergen

diferentes estinulos apopt6ticos que, finalmente, llevan a la liberaci6n de citocromo c

a.esdelamitocondri`a,produciendomuertece.lunar.`§inem.bargo,comoyasemenci.on6,

los ratones doble deficientes para esas proteinas tienen rna sobrevivencia del  loo/o. Es

decir, en ausencia de BAX y BAK existirian mecanismos que, independiente de estas

proteinas,puedensuplirestadefictenciayllevaralamuertecelulareneldesanollo,con

la consecuente sobrevivencia del rat6n hacia la adultez.

C®mo  se mostr6` anteriormente, lag c61ulas BAH/BAK DKO` son resistente& a

diferentes estimulos intriusecos de apoptosis.  Sin embargo,  en un trabajo reciente de

Mizutaycolaboradores,lasc6lulasBAX/BAKDKOpresentaronmuertedependientede

la liberaci6n de citocromo c y la activaci6n de caspasas, es decir, muerte a trav6s de

apoptosis  intrinseca.  La  liberaci6n  de  citocromo  c  desde  las  mitocondrias  de  estas

c6lulas se produjo al ser incubadas con rna combinaci6n de un ion6foro de calcio y

acido   araquid6nico   (AIA)   Ouzuta  et  al.,   2007).   Esta  muerte   fue  revertida  por

inhibidores    de   serina-proteasas   pero   no   por   la   sobre-expresi6n   de   proteinas

antiapopt6ticasde-1afani-liaBCL--2.Enesteestudiosedescart6iaparticipaci6nde-IP.TP

en  la  muerte  celular,  ya  que  al  incubar  c51ulas  triple  deficientes  en  BAX;  B£K  y

ciclofilinaDconlacombinaci6nion6foro/ArA,estasc6lulaspresentaronmuertecelular

similar a su contraparte BAX/BAK DKO. Por lo tanto, en este trabajo se demostr6 Ia

existenciadeunaviadeapoptosisqueprodrceliberaci6ndecitocromocindependiente

de  BAX,  BAK y  PTP,  sugiriendo  la posibilidad de que exista otro  mecanismo de
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apoptosis intriuseco, es decir, un tercer poro, el que es gatillado por la combinaci6n de

ion6forodecalcioyArAydependientedeserina-proteasas.Sinembargo,hastalafecha

no se ham descrito otros estimulos que induzcan apoptosis independiente de BAX/BAK

•y..¢i.ol-off.Ii-mD¢-TP.).

En nuestro laboratorio hemos observado que al incubar las c6lulas BAX/BAK

DKOconestresoresdeREenmediocon0,5%desuero(privaci6ndesuero)seproduce

muerte celular en forma dosis dependiente de diferentes estresores de RE.

Al  incubar las  celulas  BAX/BAK DKO  con  estresores  clasicos  de  RE  como

tunicanicina,. tapsigargiva  y  brefeldina A,` las  c6lulas  BAX/BAK  DKO  presentaron

resistenciaalamuerfecomoyasehapublicado.Sinembargo,alreducirelporcentajede

suero presente  en el medio  de cultivo a 0,5%,  estas  c6lulas  sufrieron muerte celular

(Figura 4A, a,  C y D).  Estos resultados fueron obtenidos mediante ensayos de  dafio

mitocondrial y  anflisis  de  la permeabilfdad  de  la membrana plasmatica mediante  la

tinci6n con ioduro de propidio (PI).  En esta tesis proponemos estudiar el mecanismo

involucrado en la muerte de c6lulas BAX/BAK DKO y definir la posible participaci6n

de   ciclofilina   D   en   el   proceso.   Como   antecedentes   preliminares   de   esta   tesis

•deteminam-a.s  .si  I.a  muerte  .c-elul.ar  baj.a  1a  -c-ombim-ci-6n  de  .e-stre.s.ore.s  .e-s  debida  .a

apoptosis determinado por la exposici6n de fosfatidilserina en la superficie celular por

tinci6n con Anexina-V-FITC, rna baja en el volumen celular por ensayos de citometria

de flujo y la visualizacion de la condensaci6n de ndcleo celular en ensayos con tinci6n

Hoechst (Figura 5A y a). Ademas, observanos que esta muerte celular es revertida en

`parte mediante el pre-tratamiento de las c6lulas con un inhibidor de caapasas .generales

(ZVAD-fuk)(Figura5A).Todosestosmarcadoresmolecularesypatronesmorfol6gicos
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nos  permitieron  definir  que  la  muerte  inducida  en  condiciones  de  estres  de  RE  y

privaci6ndesuerosedebealaactivaci6ndelaapoptosis.

Basados en los antecendentes descrfros, en este proyecto decidimos caracterizar

a-fr.dsfalle.elffiee.ant.sin.oqu.el1.eve.al-am-ti.eftedel.a.sc.6l`ul-a-s.dobledefi.¢i.ent-e.sp-ar-aBAX

y    BAK  en  condiciones  de  estrfes  de  RE  y  privaci6n  de  suero.  En  esta  tesis  mos

centraremos en estudiar los factores que gatillan esta muelfe celular, en definir cual es ]a

via por la se produce la activaci6n de las caspasas y cunles son los elementos celulares

que la regular.
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Figura 4. La privaci6n de suero recupera la suceptibilidad de hs c5Iu]as BAxfl}AK
DK0 a la muerte celular inducida por estr6s de RE. (A) Los niveles de expresi6n de
las proteinas BAX y BAK fueron determinadas en c6lulas REFs WT, deficientes en
BAX  @AX  KO),  deficientes  en  BAK  a3AK  KO)  y  doble  deficientes  para  estas
proteinas @KO) mediante analisis de Western blot de extractos  de proteinas totales.
Como control de carga fueron analizados los niveles de actina. a, C y D) Grancos de
viabilidad celular medida en c6lulas BAXBAK DKO tratadas en presencia de  10% y
0,5% de suero con las concentraciones indicadas de (8) tunicamicim, (C) brefeldina A
y a) tapsigargina por 16 horas, y luego analizadas a trav6s de ensayos con MTS (del
ingl6s        3-(4,5-dinethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethonyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2Htetrazolium)    relativa  a  c6lulas  controles  no  tratadas.  Los  resultados  representan
promedios y desviaci6n estindar de tres deteminaciones.



A BAX/BAK DKO -             BAXOAK DKO -
Tapsigargina

100/OSFB
Tapsigargina
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BAxmAK DKO -
Tapsigargina
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Figura 5. Inducci6n de mar€adores clfsicos de apoptosis en c6luhas BAX/BAK DKO en
condiciones  de  estr€s  de  RE  y  privaci6n  de  suero.  (A)  Las  celulas  BAX/BAK  DKO
fueron pre-tratadas  con o  sin inhibidores de  caspasas  (10  [LM de ZVAD-fink)  durante  30
minutos en medio de cultivo preparado   con alto (10%) o bajo (0,5°/o)   suero.  Luego  las
celulas  fueron  incubadas  con  10  iLM  de  tapsigargina  por  12  horas.  Posteriormente,  los
niveles de exposici6n de fosfatidilserina en la membrana plasmatica fueron determinados
mediante  tinci6n  con  anexina-V-FITC  y  analisis  por  citometria  de  flujo.  Los  grfficos
muestran la sefial de fluorescencia versus el volumen celular (FSC) como medida adicional
de   apoptosis   (disminuci6n   de   FSC).   Estos   resultados   representan  tres   experimentos
independientes en donde se midieron 5000 eventos por muestra. @) Las celulas 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 trav6s de la tinci6n del
ADN    con    Hoechst   mediante    su   visualizaci6n    a   trav6s    de    un   microscopio    de
epifluorescencia.



2. Hip6tesis.

Las  c6lulas  MEFs  doble  deficientes  para BAX  y BAK  desarrollan  apoptosis

intrinsecaindependientedeBiex,BAKyciclofilinaDalserexpuestasacondicionesde

privaci`6n de suero y esties de RE.

2.1 0bjetivo General.

Estudr.ar  los  mecanismos  celulares  que  estin  involucrados  en  la  muerte  per

apoptosis de celulas doble deficientes para BAX y BAK expuestas a condiciones de

privaci6n de suero y estr5s de RE.

2.2 0bjetivos Especiricos.

1)   Caracterizar el mecanismo  de muerte celular,  analizando  otros marcadores de

apoptosis intrinseca en c61ulas BAxreAK DKO.

2)  Determinar si los efectos observados en celulas BAxreAK DKO son especificos

para el esties de RE o si se observan con otros tipos de estres celular.

3)  Estudiar la posible participaci6n del PIP en la apoptosis de c6lulas BAxreAK

DKO.
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3. Materiales y M6todos.

3.1 Reactivos.

Las sales, acidos, bases, detergentes, bromuro de etidio y solventes utilizados de

gradoanaliticoodebiologiamolecular,fueronobtenidosenMerckySigma.Laagarosa

unrapura-l'-0`0-0,  ADN  estindar y  enzimas  Taq ADN polinerasa,  Fluoruro  de Sodio,

Ortovanadato de Sodio e ichibidores de fosfatasa  fueron obtenidas de hivitrogen, New

England Biolabs y Promega, respectivamente. El reactivo Mcro BCA para cuntiflcar

proteinas  y  sustrato  para  quimiolumjniscencia  fue  obterida  en  Pierce.  El  c6ctel  de

inhibidores de proteasas se obtuvo de Roche. Las peliculas fotogrfficas de radiografia

fr~QrQnobterida_sdeFuji.-`ha.p{oeed.enei`a.d_QIQs.an.ti.Qti.expQs`prfu.a.riQs`tl.t.i.lied_Qsfu.Qron.

Ios  sigulentes:  anti-Citocromo-c  de Pharmigen,  anti-SERCA  de Affinity Bioreagents,

anti-HSP90  y  anti-actina  de   Santa  Cruz  Biotechnology,   anti-RA  de  Roche.   Los

anticuexpossecundariosconjngadosampfueronobtenidosdeAmershamBiosciences.

Tunicamicina (Tin), Brefeldina A, Tapsigargina, TNF-a, ZVAD-fink, ceramidas

y  ciclosporina A  fueron  obtenidos  de  Calhiochem EMB  Bioscience hc.  Etoposido,

Nocodazole y Taxol fueron adquiridos en Molecular probes y Sigma Aldrich. El medio

decultivocelularylosantib16ticosfueronobteridosdehivitrogen.Elsuerofetalbovino

esdeLffeTechnologies.ElmarcadorlodurodePropidiofueadquiridoenPromega.La

tinci6n de  PIOC6(3)] fue obtenida en Molecular Probes.
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3.2 Lfneas celulares.

Las celulas MEFs transformadas con SV40 doble deficientes para Bfex y BAK

y  las  c6lulas  controles  silvestres  fueron  obteridas  del  laboratorio  del  Dr.   Stanley

i±orsmeyer y  su  generaci6n y  cultivo -han si.do  previamente  descritos  (e-heng  et  al.,

2001).  Las  celulas  doble  nulas  para  BAX  y  BAK  que  expresan  BAX  destinado  a

mitocondriaoSERCAfuerondescritasporScorrano(ScolTanoetal.,2003).Lasc6lulas

REFs nulas para 8" o PUMA y las doble deficientes para BIM y PURA fueron

generosamente cedidas por la Dra.  Enrily Cheng.  Las c61ulas IHK293  y REK293fty

utiliza-dasfuerona-dquiri-das.deATCC(TheGfobalBi-oresourceCenter).

3.3 Cultivo Celular.

Las c6lulas fueron mantenidas a 37°C con 5% de C02 en Dulbecco's Modified

Eagle's Medium a)REro. Suplementadas con 10%  de suero fetal bovino (SFB), 1 nM

de  glutamina,  100  U/ml  de  pericilina,  100  pug/ml    de  estreptomicina  y  10  prM  de

aminofcidos no esenciales en el caso del cultivo de las c6lulas REFs.

3.4 Generaci6n de lineas celulares estables de shRNAs mediante infecci6n

lentiviral.

Las  c6lulas  IHK293T  fueron  sembradas  a  rna concentraci6n  de  0.35  X  106

c5lulas/mlyluegode24hfuerontransfectadasconelreactivoEfectenedeQiagensegin

errprotocolorecomendadopore'lfa-bricante.Losconstructospara`laexpresi6nlentiviral
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que codifican para los diferentes shARN (small hairpin ARN) fueron generados por el

Broad histitute (Boston, USA), basindose en diferentes criterios para su disefio ®ara

mayor     infomaci6n    ver    ±ffp;44±n±a±±±±Qad±±±±±ededgquQmELe±g4Eg4Eae).     EI

P1.a.s-ffii.di.a  .ds  -eifp-I-e-si-6n  .d.e  .shARN  ti.s-ad.a  fu.e  PLKO.1`,  -el  .q'u.a  P-a.se.e  .s-ee-u.en.oi.a-s  qu.a

codifican para shARNs bajo el promotor U6 y ademas posee resistencia al antibi6tico

puromicina. Con el objetivo de producir particulas lentivirales, celulas REK293T fueron

transfectadas con el plasmidio PLKO.1 junto  con los plasmidios A8.9  (plasmidio que

contiene  los  genes  grzg, po/  y  rev,  necesarios  para  la  replicaci6n  viral)  y  VSV-G

®lasmidio que contiene secuencias codificantes de la envoltura viral`)`. Como control se

utiliz6  un  constructo  lentiviral  que  codifica  para  un  shARN  contra  el  AENm  de

/%cj/er#sa. Despdes de 48 horas de trausfecci6n, el sobrenadante de estas celulas fue

filtrado  en  filtros  de  0.45  imi  y  posteriomente  agregado  a  celulas  MEFs  para  su

infecci6n en la presencia de  10  pug/mL  de polybreen.  Luego de 24 horas,  las  c6lulas

fueroncreeidasenmediodecultivocon3prg/inLdepurorfucinaparalaselecci6ndelas

celulas infectadas. De esta manera fueron generadas la linea de REFs doble deficiente

en BAX y BAK  con  silencianiento  del  ARNm  de  ciclofilina D  q3AX/BAK  DKO

sh`CiclofilinaD).Q]igura1.2`A).Paracadaexperimentofueronutilizadoscincoconsinctos

de shARN para cada gen y posteriomente fue seleccionado el constructo con mayor

eficiencia  de  silenciamiento  a  trav6s  del  andlisis  de  los  niveles  de  expresi6n  de  la

protefna mediante  Western blot o  a trav5s  de PCR en tiempo  real  de ADNc  (ADN

complementario)   total   utilizando   partidores   especificos   para   cada   gen   (vcr  mas

il-delapt.e)..,
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3.5Expresi6ntransientedeproteinasBH3-onlyenREFs.

Los vectores bicistr6nicos PMSCV con secuencias codificantes para t-BID-RA,

PUMA-RA,  NOXA-RA  y  BAD-RA  y  GFP  fueron  descritos  anteriormente  en  la
•literatun  (ifim  et  al`.,  2006).  Estos  constructos  fueron  transfectados junto  al vector

empaquetador v en c5lulas HEK293Tv de acuerdo a fas recomendaciones descritas en

laliteratun(Chengetal.,2001).Luegode48horasluegodelatransfecci6n,elmedio

de estas c6lulas foe colectado y filtrado en filtros de 0.45 pr y agregado sobre c61ulas

MEFs(WTyBAX/RAKDKO)enpresenciade10pgivmLdepolybreen(Fjgura10A).

La efieieifeia de tfadsfeeei6fi §e hidi6 a tfav6§ de  efi§dy6§  ae westein blot ebhtfa el`

epitope HA de estas proteinas de fusi6n.  La eficiencia de infecci6n se analiz6 por el

porcentaje de c6lulas con GFP a trav6s de ensayos de citometrl'a de flujo (se contaron

5000 eventos por muestra).

3.6Ensayodemuerteenc6Iulasconbajosueroyencondicionesdeestrfes.

Para analizar la muerte celular, 1as celulas REFs de diferentes genotipos fueron

crecidasenplaeasde24pocillosaunaconcentraci6nde0,`1x106celulas/inL.Lueg.ode

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 privaci6n de suero. El control WT se

mantuvo con 10% suero. Pasada estas dos horas se incubaron las c6lulas con diferentes

estresores   celulares:   Tunicamicina  (20  peg/mL),   Tapsigargina  (10   ro,  Etoposido

(50|iM),  Taxol  (5|iro, Nocodazole  (5  pg/inL)  y Actinomicina D  (1HM).  En  ciertos

casos,  previo  a  la  incubaci6n  con  estos  estresores,  las  celulas  fueron  preincubadas
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durante media hera con Ciclosporina A (1LM).  Despues de 24 horas, tanto el medio

comolasc6Iulasenlaplacafueroncolectadosyselesincub6con2Hg/inLdelodurode

Propidioa]I).Luego,1ascelulasPIpositivasfueronmedidasporcitometriadeflujoy

•an.al-iz-a.dr-s.c.a-n.elprogram-aWinMD12..9..Fu.eronm.e.did.a.s5cOO`e-ve-nt-a.sy.elp.ore.ent`aj.e

de  c6lulas  PI  positivas  fue  calculado  cousiderando   100%  al  total  de  c6lulas  que

arbitrariamentecumplianconuntamafiocelulardeteminado(Figura7A).

Para los ensayos de expresi6n transiente de proteinas BH3-only, c6lulas WT y

BAX/BAK DKO fueron infectadas con retrovins y luego de 8 horas las c6lulas fueron

incubadas  en presencia  de  10  y  0,.5%  de  suero.  Para  este  ensayo,` las  c6lulas  no  se

incubaronconestresoresylamuertecelularfuemedidadespu6sde16horasdeacuerdo

a lo arriba descrito.

3.7 Liberaci6n de Citocromo c.

Con  el`  obj`etivo  de  estudi.ar  `l.a  reds.stribuci`6n  su.bceiular  de  citocromo  c,  i.as

celulas BAX/BAK DKO fueron tratadas con  12 peg/ml de tunicanicina por 16 horas en

presencia de  medio  con  10% y  0,5%  de  suero.  Posteriomente,  estas  celulas  fueron

lavadastresvecesconPBSa4°Cyluegofueronfijadasenhielodurante30minutoscon

parafomaldehido  al  4%.  A trav6s  de  un  ensayo  de  irmunofluorecencia previamente
•des`crit`® {IIetz .et -al.,  2cO`5.a;  Hetz .et .al.,  2cO5b),  1.a.s  'c-61-ul-a.s  fueron  in'cub-adas  .con un

anticuexpo  anti-citocromo  c (1:200 por 2  horas).  Las  inagenes  fueron obtenidas  por

microscopiaconfocalyprocesadasconelprogramaPlabv4.04.

2.8



3.8 Potencial Mitocondrial.

Para investigar el estado del potencial mitocondrial en condiciones de estres de

RE  y  0,5%  de  suero,  las  celulas  WT  y  BAX/BAK  DKO  fueron  estresadas  con

tunicanicina  12HgivmL por 8 horas en medio con `10% y 0,5% de suero.  Luego fueron

incubadas  durante  15  minutos  a  37°C  en  presencla  de  80  nM  de  DIOC6(3)  (3,3'-

dihexjloxacarbceianin  yoduro).  La  perdida  de  la  marca  del  DIOC6(3)  fue  observada

mediante citometria de flujo.

3.9Extracci6ndeRNA,RT-PCRyPCRentiemporeal.

EIARNtotalfuepreparadoapatirdecelulasMEFsutilizandoTREol®seginel

protocotodelfabricante.Luegosesintetiz6elADNcconelkitiscriptcDNASintesisde

BIORAD,utilizandoelsiguienteprograna:5min.a25°C,45min.a44°Cy5min.a85

OC'

Realizanos reacciones cuntitativas de PCR en tiempo real utilizando el reactivo

fluorescenteSYBRgreenylaemimaADNpolimerasaGOTaq®Flexi(Promega)enun

sistema ABI PRISM 7700 de Applied Biosystems. Las cantidades relativas de ARNin

fueron calculadas a partir de los valores del  ciclo unbral comparativo  usando  actina

como  control  intemo.  Los  partidores  fueron  disefiados  ulitizando  el  software  Primer

Express  (Applied  Biosystems,  Fos`ter -Ci-ty,  CA)  u  obtenidos  de  la base  de  datos  de

partidores:

±En:±42ga:Egb=barlfar±±£±±!42!:±±±±s±±ack±!fl±ex±±Efl
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RealizamosPCRentiemporealusandolosparesdepartidoresquesemuestrana

en la tabla 1 .

Tablal:partidoresparaPCRcuntitativo.

Gen Partidor en sentido directo Partidor en sentido inverso

(Blm
5'CGACAGTCTCAGGAGGAACC-3' 5'-CATTTGCAAACACCCTCCTT-3'

Puma 5'-GCCCAGCAGCACTTAGAGTC-3' 5'-GGTGTCGATGCTGCTCTTCT-3'

-          Noxa •     5'-GGAGTGCACCGGACATAACT-3
5'-TTGAGCACACTCGTCCTTCA-3

Ciclofilina D 5'-GGGACAGGTGGCGAAAGTATT-3 5'-TTCGTATTGcoGCCTGCATTT-3.

Actina 5'-TACCACCATGTACCCAGGCA-3' 5`-CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3'

3.10 An£Iisis de Western BIot.

Para  este  analisis,  1as  c5lulas  fueron  colectadas  y  homogedzadas  mediante

sonicaci6n  en  soluci6n  tampon  RRA  en `presencia  de  un  c6ctel  de  inhibidores  de

proteasas(Roche).Laconcentraci6ndeproteinasfuedetenninadamedianteelensayode

micro-BCA.  El equivalente a 30-50Hg de proteina total foe cargado en geles de  12 o

15%depoliachlaridapreparadossegrfuilaliteratura(Laermli,1970).

Los  siguientes  anticuelpos  y  diluciones  fueron  utilizados:  anti-HSP90  1:1000,  anti-

SERCA  1:1000  y  anti-HA  1:1000.  Los  anticueapos  secundatos  conjugados  a  mp

fueron utifizados a rna diluci6n de 1 :4000.
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4. Resultados.

4.1Lasc6lulasBAX/BAKDK0experimentanreducci6ndelpotencialmitocondrial

yliberaci6ndecitocromocbajocondicionesdeestr6sdeREyprivaci6ndesuero.

En ensayos preliminares de nuestro laboratorio fie deteminado que las c5lulas

doble   deficien`tes   para   B`AX   y   BAK   sufren   diferenfes   cambio   morfol6gicos   y

bioquinicoscuandosonsometidasacondicionesdeestiesdeREenpresenciademedio

con  0,5%  de  suero.  Basado  en  diferentes  ensayos  fue  posible  definir  que  en  estas

condiciones  de estimulaci6n las  c6lulas presentaron:  encogimiento del ndeleo  celular,

exposici6n de fosfatidilserinas al exterior de la membran plasmatica, participaci6n de

ca_Spa+se_s  en I.a_ in.ti.eft.QT, y l`a. dismin.u_ci6n d.el  volun.en. Qelular (Fi.gura. -5A_ y a)-..  Tod_os

estos resultados en conjunto nos indicaron que la muerte producida por la combinaci6n

deestr6sdeREyprivaci6ndesueroencelulasBAX/BAKDK0esporapoptosis.

Sin  embargo,  quisimos  explorar  otros  marcadores  apopt6ticos  para  definir  y

caracterizar a cabalidad el mecanismo de muerte celular (intrinseco o extriuseco).  De

estamanera,decidinospesquisardosaspectoscelularesfundamentalesenelprocesode

apoptosis: decaimiento del potencial mitocondrial y liberaci6n de citocromo c desde la

mitocondria hacia el citoplasma.

Al incubar las celulas VI y B`AX/BAK DKO con furicamicina en condiciones

normalesdesuero(10%),s6lolascelulassilvestressufreronundesceusoenelpotencial

rfutocondrial, el que fue medido a trav6s de la p6rdida de marca de DIOC6(3) (Ffgura

6A).Estasondaesacunuladaenlamitocondriaenfomaproporcionalalpotencialde
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su  membrana y  es  liberado  cunndo  el  potencial  mitocondrial  se  pierde.  Las  c61ulas

BAxneAK  DKO  bajo  estas  mismas  condiciones  no  presentaron  alteraciones  en  el

marcaje con  DIOC6(3) (Figura 6A). Sin embargo, luego de bajar a 0,5% 1os niveles de

•s-a.a-I.a,  I.a.s  .a.6ful.a.s  BAX/BAK DKO -ffi6-stFaron  .uns .di.sminusi-6n  p-arci'al  .del  p-otenci.al

mitocondrial, lo que indica alteraciones en la mitocondria debido a las condiciones de

estr6sdeREyprivaci6ndesueroffigura6A).

Porotrolado,laredistribuci6nsubcelulardecitocromocfuemedidaatrav6sde

un ensayo  de lrmunofluorescencla indirecta.  C6lulas BAX/BAK DKO  fueron fijadas

luegpdeserestinuladascon`privaci6ndesueroyconunacombinaci6ndeprivaci6nde

suero  y  exposici6n  a  tunicanicim.   Posteriomente,   fueron  tefiidas  utilizando   un

anticuexpo anti-citocromo c.  Las c5lulas BAX/BAK DKO tratadas con 0,5°/o de suero

pero  sin adicionar estresores  de RE presentaron  un patron punteado  de  citocromo  c

(Figura 68). No obstante, cuando estas celulas fueron incubadas con rna combjnaci6n

detunicanicinayprivaci6ndesuero,observamosunaredistribuci6ndelcitocromocen

lasc5lulasasociadoaunpatr6ndifusodelcolorverde(Figura68).
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Figure  6:  Caracterizaci6n  de  la  muerte  €elular  a  travds  de  ]a  medici6n  de
marcadores clfsicos de apoptosis. (A) Las c6lulas WT y BAX/BAK DKO fueron pre-
incubadas con 0,5% o 10% de SFB por 2 horas. Luego, estas c6lulas fueron tratadas con
con 10ug/inL de tunicamicina por 8 horas y posteriormente las celulas 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 ninero de celulas versus inteusidad de fluorescencia es presentado.
(8) La localizaci6n subcelular de citocromo c (verde) fue observada a traves de ensayo
de  inmunofluorescencia  indirecta  en  celulas  BAX/BAK  DKO.  Estas  c6lulas  fueron
privadas de suero (0,5%) por 2 horas y luego tratadas o no (NT) por  16 horas con  10
LLg/mL de tunicamicina (barra: 20 Lm).



4.2Lasuceptibilidaddelasc6IulasBAX/BAKDK0alamuertemediadaporestr6s

celular  y  privaci6n  de  suero  es  especl'fica  para  estimulos  que  perturban  Ia

homeostasis del RE.

Cone`l`o.bjetivodeestudiar-laespec`ificidad`de-lamuerteo-bservadaen`lasc6iu-las

BAX/BAK DKO respecto al estimulo empleado, decidimos realizar ensayos de muerte

celular con diferentes estresores celulares no relacionados con estres de RE. La muerte

celular fue medida a traves de la incoaporaci6n de yoduro de propidio @1) a las c6lulas

muehas, y su posterior cuantificaci6n por citometria de flujo (Figura 7A). Ademds,   la

disminuci6ndelvolrmencelularpuedeserevaluadaenesteanflisiscomo`parinefro`de

apoptosis (Figura 7A). Las celulas 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 c6lulas fueron tratadas con etop6sido (provoca dafio al ADN a

traves  de  la  inhibici6n  de  la  topoisomerasa  2),  taxol  y  nocodazol  (ambas  drogas

desregulan  la  dinrfuca  microtubular)  y  con  actinomicina  D  (un  inhibidor  de  la

transcripci6n).   Como  fue  esperado,  las  c61ulas  WT  suffieron  apoptosis  bajo  estas

condiciones,reflejadoenunaltoporcentajedecelulasPIpositivas(Figura78).Porotro
•l.ado,-lasc6'lu-lasBAX/BAKDKOfueronresistentesaentrarenapoptosiscundofueron

tratadasconlosdiferentesestresorescelularesbajocondicionesnormalesdesuerocomo

se ha descrito anteriormente (Wei et al., 2001).  Sin embargo, para nuestra sorpresa, la

resistenciadelasc6lulasBAX/BAKDKOalamuerteatlavesdeestosestresoresnofue

revertidaalincubarlasenunmediodecultivocon0,5%desuero(Figura78).Esdecir,

h  muerfe de  las. c5lulas BAX/BAK  DKO.  en  medio  con  0,5%. de  suero.  solo  fue

3`4



observadabajocondicionesdeestresdeREynoatrav6sdeotrosestimulosdemuerte

intn'useco.
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Figtira 7: La apoptosis de fas c5lulas BAxroAK DKO ocurre especificamente bajo
condiciones  de  estr€s  de  RE  y  privaci6n  de  suero  y  no  bajo  otros  estimu]os
intrinsecos   de   muerte   ce]ular.    (A)   Ejemplo   de   grifico   de   deusidad   celular
representativo, realizado a partir de la medici6n del volumen celular relativo a7SC) y la
tinci6n de celulas muertas con yoduro de propidio (PI) obtenido por citometria de flujo.
La regi6n seleccionada como c6lulas positivas para PI y bajo volumen es indicada como
R1.  El  porcentaje  de  muerte  celular  se  calcula  con  respecto  a  la  poblaci6n  total
represantada por R2. a) Las c6lulas 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   interrunpiendo   diferentes   procesos   celulares:   20   Hg/mL   de
tunicamicina, 20 LiM de etoposido,  1  |LM de taxol,  10 iJM de nocodazol o  10  LLg/]nL de
actinomicina.  Luego  de  24  horas  de  tratamiento,  la  viabilidad  celular  fue  medida
mediante la incorporaci6n de PI a las celulas muertas por citometria de flujo tal como se
muetra   en   (A).   El   grarico   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 lag  c5Iulas BAXABAK DK0  bajo  condiciones  de privaci6n  de

sueroyestr6sdeREesindependientedelasprotel'nasBH3-only.

Diferentes  protofnas  BH3-only  son  indrcidas  por  esties  de  RE  mediando  la

jnducci6n  de  -la  apoptosis.  -For  ejemp`lo,  .Ios  nive`les  de  -BiM,  PtJRA  y NOVA  son

aumentadosaniveltranscripcionalbajocondicionesdeestiesdeREireversible(Futami

etal.,2005;Lietal.,2006;Puthalakathetal.,2007).Conelobjetodecomprobarestos

datosdelaliteraturaennuestromodelocelular,1ascelulasM13FsWTfueronincubadas

con el estresor tunjcamicina por diferentes pedodos de tiempo y luego los niveles de

expresi6ndelARNindefasprofe{nasBH3`ulyBm4,PUMAyNORAfueronmedida&

por PCR  en  tiempo  real.  De  manera  complementaria,  un  PCR  convencional  semi-

cuantitativo  foe realizado  para monitorear la expresi6n de  estos  genes  en un  gel  de

agarosa. Los resultados indicaron que los niveles de expresi6n de los tres genes fueron

aumentados en el tiempo en respuesta a estres  de RE (figura  8A y 8),  corroborando

estudiosprevios(Futamietal.,2005;Lietal.,2006;Puthalckathetal.,2007;Reimertz

et al., 2003).

Porotrolado,1asc6lulasdeficientesenBM(BMKO)OPUMA(PURAKO)

fueron.levementeresistentesa`lamuerteinducidaporestiesaeREencomparaci6ncon

su  contraparte WT  en ensayos  de viahilidad qigura 9A).  Sin  embargo,  rna elevada

resistencia  a  la  muerte  inducida  por  estres  de  RE  fie  observada  en  c6lulas  doble

deficientesparaBMyPUMA(BIM/PUMADKO)(Figura9A).Estodacuentadeque

las  proteinas  BH3-only  activadoras  acthan  de  manera  concertada  para  inducir  la
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apoptosis,  donde  la  combinaci6n  de  la  deficiencia  de  BIM  y  PUMA  produce  rna

resistencia muy alta fi.ente a la muerte celular producto del estrfes de RE.
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Figura 8: Los niveles de ARNm de las proteinas Bin-only BIM, PUMA y NOXA
son inducidos en condiciones  de estr6s de RE. Los niveles relativos de ARNm de
NOXA y PUMA fueron determinados en c51ulas REFs WT luego de incubarlas con 5
LLg/inl  de  tunicamicina  por  diferentes  tiempos.  La  determinaci6n  de  los  niveles  de
ARNin fue realizado a trav6s de PCR cuantitativo utilizando CDNA total (A) y PCR
semi-cuantitativo convencional (8)  con partidores especfficos 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  c6IUJas  BIMAVUMA  DKO  son  resistentes  a  ]a  muerte  ce]ular
inducida per estres de RE, pero desarrollan apoptosis en condiciones de privaci6n
de suero. (A) Celulas WT o deficientes en diferentes proteinas BH3-only, incluyendo
c6lulas 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  Hg/mL de tunicamicina
por 24 horas. Luego la viabilidad celular fue determinada mediante la tinci6n con PI y
analisis    por   citometria   de    flujo.    El    grffico    representa   dos   determinaciones
independientes. a) Las c6lulas WT y BIM/PUMA DK0 fueron privadas de suero por 2
horas, y luego tratadas con las concentraciones indicadas de tunicamicina por 24 horas.
Luego, la viabilided celular fue deteminada mediante la tinci6n con PI y analisis por
citometha de flujo (5000 eventos por muestra). El gr5fico representa los promedios y
desviaciones estindar de uno de tres experimentos independientes.



Comoseevindenci6enestosensayosdemuertecelularenunmodelodep6rdida

defunci6n,lasproteinasBH3-onlyactivadorasBMyPUMAsonfuertesjnductoresde

la apoptosf s mediada por estres de RE, recapifulando el fenotipo de celulas BAX/BAK

DKO..   P®r   1.a   I-aiit.a,   .deei.dimo-s   ifivesti.g-ar   .s-u`   pe.si$1.e   I-®l   efi   1-a   ffiuefte   .a-elrd-ar

independientedeBAXyBAKencondicionesdebajosueroyestresdeRE.Paraesto,

realizamos  ensayos  de viabilidad con tinci6n con PI en condiciopes de privaci6n de

sueroyexposici6natunicamicimutilizandoahorac5lulasWTyDKOBIM/PUMA.AI

pre-incubar las c5lulas BM'UMA DKO con medio de cultivo con 0,5% de suero y

luegpinducirestiesdeRE,.Iaresistenciaalamueftecelularfuerevertida¢igura98).

For io tanto, las celulas BIM/PUMA DKO simularon el comportamiento de las c61ulas

BAREAK DKO en nuestras condiciones experimentales, sugiriendo que la apoptosis

gatillada  por  la  combinaci6n  entre  privaci6n  de  suero  y  estr6s  de  RE  es  tambi6n

independientedeproteinasBH3-onlycomoBIMyPUMA.

Para  complementar  estos  experimentos,  realizanos  estudios  de  ganancia  de

funci6n mediante la sobre-expresi6n de un panel de proteinas BH3-only. Para esto fue

utilizadounsistemadeexpresi6nretroviralbasadoenelplasmidiodeexpresi6npuscv

•p.era .entre-g-ar -el .¢DNA de 1.a.s proteina-s BEE--only t-BD,  P-Uxp  NOVA -y BAD  en

celulasWTyBAX/BAKDKO(Figura10A).ComohasidodescritoanteriormenteQcim

etal.,2006),s6lolasobre-expresi6ndeproteinasBH3-onlyactivadorasPUMAyt-BD

indujeron  muerte celular en REFs,  y  esta muerte  foe  dependiente  de BAI{ y BAK

(Figura  lop).  Asinismo,  no  fee  posible  observar un  aumento  en  la  muerte  celular

deapu6s de expresar las proteinas BH3-only en c6lulas BAX/BAK DKO en medio   de

cultivocon0,5%desuero,sudriendoqueladependenciadelasproteinasBH-3onlyen
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la expresi6n de BAX y BAK se mantiene en nuestro sistema experimental. Todos. estos

dates en conjunto sugirieron que las proteinas Bin-only no estin involucradas en la

regulacidn de la apoptosis independiente de BAX y BAK, gatillada por la combinaci6n

•e-flff.e. .e.str`6.s. -d.e RE -y. `p-ri`v-aei6-fr ds -su-e-r`6r.  Est`o-s` res-ul`t-a.d®-s .o®ii.a.-ti.efdan` .con .el. fi.eefro  -ds

que  las  proteinas  BH3-only  estarian  normalmente  regulando  la  via  intriuseca  de

apoptosis n'o arriba de BAX y BAK a€im et al., 2006).
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Figiira  10:  La  sobre-expresi6n  de  proteinas  pro-apopt6ticas  BH3-only  no  induce
apoptosis en condiciones de privaci6n de suero en las c6]ulas BAXAIAK DKO. (A)
Esquema de trasfecci6n e infecci6n viral con vectores retrovirales PMSCV que expresan
proteinas BH3-only activadoras y seusibilizadoras (t-BID-HA, PUMA-HA, NOXA-HA,
BAD-IIA  o  un  control  de  vector  vacfo  vacio  Mock).  C5lulas  HEK293T  v  fueron
transfectadas con el plasmidio empaquetador v y el vector PMSCV-BH3-only o con el
control  PMSCV-Mock.   Luego  de  48  horas,  el  medio  de  cultivo  que  conteria  los
retrovirus fue colectado, filtredo y y utilizado para infectar las celulas WT y BAX/BAK
DKO.  a)  Las  c6lulas  WT  y  BAX/BAK  DKO  fueron  infectadas  con  retrovrfus  que
expresan proteinas BH3-only. Tras 8 horas de infecci6n estas celulas fueron incubadas
con  0,5%  6  10%  de  suero  por  16  horas.  Luego,  la viabilidad  celular fue  cuantificada
mediante  la tinci6n  con    PI  y  el  analisis  por  citometha  de  flujo  (5000  eventos  por
muestra). El grafico representa los promedios y desviaciones estandar de un experimento
representativo de tres experimentos en total.  Ademas,  la eficiencia de transfeci6n fue
medida a trav5s de un ensayo de Western Blot con anti-IIA a partir de extractos totales
de proteinas provenientes de las celulas HEK donde se generaron los virus. Por otro lado,
la eficiencia de  infecci6n  de  las  celulas  WT y  DK0  fue  seguida  a traves  de  FACS,
cuantificando las celulas GFP positivas.



4.4 La muerte celular en las c6lulas BAxnIAK DK0 bajo condiciones de  privaci6n

de suero y estrds de RE es independiente de ciclofllina D.

Debido a que la liberaci6n de citocromo c fue observada en c6lulas BAxreAK

bKO.bajocondi.cionesdeprivaci6ndesueroyestiesdeRE,-laposi.bleparticipaci6nde

el PIP fue evahada. Para definir el rol de este poro en la muerte celular observada en

las c61ulas BAX/BAK DKO, primero definimos el posible rol  del calcio en el proceso.

Como  ya hemos  mencionado,  las  c5lulas  BAX/BAK DKO  poseen bajos  niveles  de

calcio en el lumen del RE, por lo que al ser estresadas, no liberan grandes cantidades de

caleio.hacialamitocondriayno.acrfuanelPTP{.Scorrano`ctal.,20.03.).Estedefeetoen

los niveles de calcio puede ser revertido al sobre-expresar ect6picamente la bomba de

calcio reticular SERCA, 1o 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 esties de RE en c5lulas BAX/BAK DKO-SERCA (Figura  llA),  no

fueron  observados  cambios  en  los  riveles  de  muerte  celular  en  relaci6n  a  celulas

BAX/BAK DKO (Figura 1 18).

EIPTPesfamacologicanenteinhibidoporlaciclosporinaA,uncompuestoque

actha so.bre cic`lofi-lina .D (.Tsujimoto and` .S-himizu, -2.0.07).  Para compl-ementar nuestros

estudios, las c6lulas BAXA3AK DKO fueron preincubadas con ciclosporina A y luego

estimuladas con privaci6n de suero y estres de RE.  Sorprendentemente, no fue posible

observar cambios significativos en la muerte de estas c5lulas al jnhibir el PIP (Figura

llC). Ainbos experimentos sualrieron que el PIP no estaria involucrado en la muerte

chservadaenlascelulas.BAX/BAKDKO.ennuestro.sistermexperimental.
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Figura 11: La sobro-expresi6n de SERCA o la inhibiei6n de ciclfiLina D no influyen
en ]a muerte ce]u]ar producida por privaci6n de suero y estres de RE en las ce]ulas
BAX/BAK DKO. (A) Extractos de proteinas totales de celulas BAX/BAK DKO @KO)
controles o que sobrerexpresan SERCA de conejo fueron analizados mediante Western
blot. El anticuerpo utilizado no reconoce la isoforma de rat6n. Como control los niveles
de  HSP90  fueron determinados  en  los  mismos  extractos.  @)  Las  celulas  BAX/BAK
DKO que sobre-expresan SERCA (DKO SERCA) o las c6lulas controles (DKO) fueron
pre-condicionadas   con   privaci6n   de   suero   por   2   horas   y   luego   incubadas   con
tunicamicina (10 ngthL). Luego de 24 horas, la viabilidad celular fue medida mediante
la  incorporaci6n  de  PI  y  analisis  mediante  citometrl'a  de  flujo  (  5000  eventos  por
muestra).   Los   graficos  representan  el  promedio  y   la  desviaci6n  estindar  de   dos
determinaciones. (C) Las c6lulas BAXOAK DKO previamente incubadas con medio con
0,5% de SFB por 2 horas, fueron incubadas con 1  [iM de ciclosporina A y luego tratadas
con 10 LLg/ul de tunicamicina o 10 LLM de tapsigargina. Luego de 24 horas, la viabilidad
celular fue deteminada mediante tinci6n con PI y analisis por citometria de flujo (5000
eventos por muestra). El grifico representa los promedios y desviaciones estandar de dos
experimentos independientes.



Para confirmar estos resultados, decidimos realizar un silenciamiento del gen de

ciclofilinaDenlascelulasBAX/BAKDKOparaasigenerarc6lulastriple-deficientesy

luegoestudiarlaparticipaci6ndelPTPenelprocesodemueftecelular.Paraesto,fueron

•titi.1-iz..a-do-s -ve.ot.a-res .de .expresi.6n fe-nti.-vi-r-al .de AEN .de int`erferen.ci-a (-SENA p.or ``sh-a-fi

hairpin  RNA")  para  generar  lfneas  celulares  estables  con  niveles  disminul'dos  de

ciclofilina D (Figura 12A). La generaci6n de rna linea celular deficiente para ciclofilina

D fue conflrmada a trav6s de un PCR en tiempo real utilizando partidores especfficos

para el gen de ciclofilina D3 obteniendose rna disminuci6n dristica de la expresi6n del

•gen (Figura 128). 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

/#c;/erczsc7). En estos ensayos, el silenciamiento de ciclofilina D no protegi6 frente a la

muertecelularinducidaporeltratamientocontunicamicinaotapsigarginaylaprivaci6n

de suero  (Figura  12C).  Tomando estos dates en conjunto, nuestros resultados indican

que la combinaci6n de estres  de RE y la privaci6n de  suero  en el medio de cultivo

gatillan rna VI'a  altemativa de apoptosis intrinseca, la que es independiente de las vias

clasicasdsregulaci6ndelaapoptosismediadasporBAxreAKyelPTP.
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Figura 12: La apoptosis observada en celulas deficientes de BAX y BAK frente a
estr6s de RE y privaci6n de suero es independiente de ]a expresi6n de cic]ofi]inda D.
(A) Esquema de producci6n e infecci6n de celulas REFs con lentivirus que preparados
con el vector PLKO.1  que expresa la secuencia de un shARN disefiado contra el ARNm
de cz.c/o¢Jz.#a D.  Como control fue utilizado un shARN contra el ARNm de /#cg/eras¢.
Estos  vectores  fueron  co-trasfectados junto  con  los  vectores  de  empaquetamiento  y
proteina de cubierta (A8.9 y VSV-G respectivamente) en celulas HEK293T para producir
los lentivirus. Posteriormente, 1as c6lulas BAX/BAK DKO  fueron infectadas con estos
lentivirus  y  seleccionadas  con  puromicina para producir  el  silenciamiento  estable  de
cz.c/a//I.#a  D.  (8)  Los  niveles  de  silenciamiento  del  ARNm  de  c7.c/a//7.72cz  D  fueron
determinados  mediante  un  PCR  en  tiempo  real  a  partir  de  ADNc  producido  con  el
ARNm total  extraido  de  c6lulas  BAX/BAK  DKO  transducidos  con  el  vector  control
(shLuc) o el lentivirus que expresa el shARN contra el ARNm de cz.c/o#/i.#a D (shcic D).
Los valores de ARNm fueron nomalizados con los obtenidos al determinar los niveles
de ARNm de crc/I.#a en cada muestra. (C) Las c6lulas BAX/BAK DKO shcic D y shLuc
fueron sometidas a condiciones de privaci6n de suero por 2 horas y luego tratadas con 20
LJg/mL de tunicamicina o 10 iiM de tapsigargina. Luego de 24 horas, la incorporaci6n de
PI  fue  medida  mediante  citometria  de  flujo  (5000  eventos  por  muestra).  El  grifico
representa los promedios y desviaciones estinder de un experimento representativo de
tres determinaciones independientes.



5. Discusi6n.

En este trabajo hemos descrito condiciones experinentales donde dos estimulos

clasi.cos  de  apoptosis  intrinseca  en  conjunto  aedvan  la maquinaria  apopt6tica  en  la

ausencia de BAX, BAK y ciclofilina D. Es importante resaltar que en la literatun las

proteinasmultidominioBAXyBAKsoncousideradascomocomponentesesencialesde

la vi'a apopt6tica intrinseca activadfty por ejemplo, por esties de RE (Wei et al., 2001).

Diferentes estinulos intriusecos de muerte convergen en la activaci6n confomacional

de  esfas.  proteiras,  nevardo  a  la  apoptdsis.  Cake  desfacar  que  fog.  ratones  deble

deficientes  para BAX  y  BAK  presentan  rna  letalidad  a  nivel  embrionario  del  90%

debido a fallas en la apoptosis durante el desarrollo,  sugiriendo un col esencial en la

muerte celular.  Analizando estos resultados  desde  otra perspectiva,  existe un  10%  de

ratonesdobledeficientesenBAXyBAKquelleganalaetapaadulta,indicandoqueun

desarrolloadecundopuedeocurrirenlaausenciadeBAXyBAK(Lindstenetal.,2000).

En  este  contexto,  nuestros  resultados  sugieren  que  estinulos  intriusecos  de  muerte

celular  pueden  iniciar  la  apoptosis  en  la  ausencia  de  BAIC  BAK  y  ciclofilina  D,

sugiriendo  que  existe  otro  mecanismo  adicional` de  li-beraci6n  de  citocromo  c,  etapa

esencial  en  la  activaci6n  de  la  apoptosis  que  se  ha  llamado  como  el  "punto  de  no

retomo".
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5.1 Activaci6n de apoptosis intrfnseca en la ausencia de BAX y BAK.

La muerte celular observada en las c6lulas BAX/BAK DKO en condiciones de

privaci6n  de  suero y  estres  de RE  oculTe por mecahismos  de  apoptosis  ya  que fue

posible observar la aparici6n de diferentes marcadores clasicos de este proceso, tanto

morfol6gicos  como  bioquinicos  ¢iguras  4  y  5).  Dentro  de  estos  marcadores,  la

liberaci6n de citocromo c y la calda del potencial mitocondrial sugieren la activaci6n de

la via intrinseca clfsica o mitocondrial, con la consecuente activaci6n de caspasas rio

abajo. La participaci6n de las caspasas en esta muerte celular fue estudiada en ensayos

coil celulas BAX/BAK DKO. donde la apoptosis foe pareialmenfe inhibida mediante el

pre-tratamiento con inhibidores  de  caspasas  generales  (Figura 5A).  Para investigar a

fondo la sefializaci6n rio abajo de la liberaci6n de citocromo c, en nuestro laboratorio

estamos actunlmente produciendo c6lulas  WT y BAX/BAK DKO  con deficiencia en

capczso-9 y czpcr/-/, ambas proteinas indispeusables para la formaci6n del apoptosoma y

la consigulente activaci6n de las caspasas efectoras a€uida et al.,  1998; Yoshida et al.,

1998). En ensayos de viabilidad celular, predecimos que estas lineas deberian dar luces

sobre la participaci6n del apoptosoma en la muerte observada bajo condiciones de esties

de RE y privaci6n de suero.

5.2Mecanisrmde!iberacidndeciteerorm€independientedeBAxqIAKy

ciclofilina D.

La via cldsica de liberaci6n de citocromo c por estinulos apopt6ticos intriusecos

requiere la participaci6n  de  BAX  y/o  BAK  (Wei  et  al.,  2001).  Nuestros  resultados
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sugieren la existencia de otro mecanismo independiente de BAXBAK por el curl  el

citocromocestariasiendolfberadoalcitoplasmayproduciendoapoptosisyaque,bajo

nuestras condiciones experimentales, logramos observar  una disminuci6n del potencial

ffiit.a-con.dri-al  aTigura  6A),  revelando  I.a  P-o.sibl.e  p-arti-cipaci6n  ds  e.stg  t)rg-anelo  efl  1.a

muerte celular observada.

Se ha descrito que el PIP, un poro mitocondrial dependiente de calcio,   puede

mediar  la  liberaci6n  de  citocromo  c  y  la  muerte  celular  dependiente  de  caspasas

(Tsujimoto and Shimizu, 2007).  AI  estudiar la participaci6n del PIP en la apoptosis

utilizandolineastripledeflcientesenBAX,.BAKyciclofllinaD,.Iogramosobservaren

ensayos  de  muerte  celular  que  el  PIP  no  participa  en  este  proceso,  dado  que  el

silenciamientodeciclofilinaDnofuesuflcienteparainhibirlamuertecelularobservada

en nuestro modelo experimental (Figura 12C).

El  tercer miembro  del  subgrupo  de proteinas pro-apopt6tica de multidominio,

BOK (del  ingl6s BCL-2  related ovarian killer),  es  otro posible  candidato que podria

constituir  el  poro  por  el  cunt  podria  liberarse  el  citocromo  c.  Este  miembro  esfa

pobremenfecaracterizadoyalparecersuexpresi6nserestringea6rganosreproductores.

L-a.s.obre-.expre-si.6n.deestaproteina,h.om6logadeBAXyBAK,pu-edeinducirapoptosis

endiferentestiposcelularesqiodriguezetal.,2006).Sinembargo,alanalizarlosniveles

de expresi6n de ace mediante RT-PCR cuantitativo en c5lulas REFs WT y BAX/B£K

DKOnofueposibleobservarunaexpresi6nsigrificativadelARNmdeGofrenREFsen

comparacidn  con  tejidos  con  rna  alta  expresi6n  tales  como  el  ovario  (datos  no

mostrados). La expresi6n del ARNin de 6ofr tanpoco fue inducida bajo condiciones de

estr6s de RE y privaci6n de suero. Estos resultados descartan indirectamente la posible
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participaci6n de BOK en la liberaci6n de citocromo c en nuetro modelo de estudio. Sin

embargo, si la apoptosis observada en nuestro sistema experineutal fuera dependiente

de BOK, seria predecible que estas c6lulas responderian a la sobre-expresi6n de BH3-

•®fil-y -a.ctiv`a.de.re-s, 1-a cual. no fu.e ob.s.erv.a-do.

Otro  posible  candidate  sugerido  en  la  literatura  para  formar  el  tercer  poro

mitocondrial  son  las  ceramidas  (Ow  et  al.,  2008).  IIa  sido  descrito  que  enzimas

necesarias para la sintesis de estos lipidos  se encuentran presentes en la mitocondria.

Adicionalmente, se ha observado rna alta concentraci6n mitocondrial de estos 1£pidos en

etapas  tempranas  de  apoptosis.  Por  otra parte,  las  ceramidas tienen  la capacidad  de

formar pores en membranas lipidicas artificiales por los cunles pueden pasar mol6culas

pequefias (Siskind, 2005). Ademfs, estudios con mitocondrias purificadas demostraron

que  la adici6n de  ceramidas promueve  la liberaci6n 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 ceranidas, 6sto con el objetivo de analizar su efecto en la liberaci6n de

citocromo c a en la viabilidad celular.

5.3 Regulaci6n de la via apopt6tica.

Las  proteinas  .de  la  familia  BCL=2  son  descritas  en  la  literatura  como  las

reguladoras  cldsicas  de  la  apoptosis  (Youle  and  Strasser,  2008).  I,a  apoptosis  es  un

proceso  altamente  controlado por  sus  diferentes  componentes,  tanto pro-  como  anti-

apopt6ticos.  En este trabajo,  se pudo  descartar la par[icipaci6n de  las  proteinas pro-
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apopt6ticas BH3-only en la apoptosis en condiciones de esties de RE y privaci6n de

suero. La expresi6n de ARNm de 8", PUMA y NexA fue inducido por estr6s de RE

(Figura8Ay8)ylaausenciadeBIMyPUMAconfiri6resistenciaalaapoptosispor

e`sfr.esdeRE(Fi-giira9A}.Por®fro1.ado,1-a.expre.si-6ndeprt)tein.a.sBrB-onlyactivadoras

inducen  apoptosis  a trav6s  de  su  expresi6n  en  c6lulas  WT  ¢{in  et  al.,  2006).  En

concordanciaconlaliteratura,nuestromodelodesobre-expresi6ndelasproteinasBH3-

only t-BD, PUMA, NOXA y BAD demostr6 que s6Io las activadoras t-BID y PUMA

lograron inducir apoptosis en c6lulas WT y no las proteinas BH3-only sensibilizadoras

tales  como  como NOXA  y BAD  (Figura  log).  Sin embargo,  en celulas BAX/BAK

DKO expuestas a 0,5% de suero en el medio de cultivo no fue observada apoptosis, a

pesar de la sobre-expresi6n de proteinas BH3-only (Figura  log).  Las proteinas  anti-

apopt6ticas de la familia BCL-2,  como BCL-2  y BCL-XL,  tambi6n juegan un papel

fundamental en la regulaci6n negativa de la apoptosis intrinseca. Actualmente estinos

realizando   experimentos   de   sobre-expresi6n   de   estas   proteinas   en   c6lulas   DKO

BAX/BAK con el chjetivo de estudiar su rol en la apoptosis observada en condiciones

de estres de RE y privaci6n de suero. El resultado que predecinos es que las celulas

BAX/BAK  DKO  .qu-e  -sabre-.expre-s.en  BCL-2.  -o  BCL-EL  entraran  .en  apopto-sis  en`

condiciones de estr5s de RE y privaci6n de suero, a diferencia de su contraparte WT en

condionesdeestr5sdeRE,yaquedeben'anpresentarunresistenciaaesteprocesodada

por la sobre-expresi6n de proteinas anti-apopt6ticas y su efecto jnhihitorio rio arriba de

BAX y BAK.  Estos  experimentos  en conjunto ayudarfu a definir en mas detalle la

existenciadeunanuevaviadeapoptosisintrinsecaindependientedelafamiliaBCL-2.
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Otroporodescritocomocausantedelaliberaci6ndecitocromoceselPTP.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  celulas

BAX/BAK DK0 p.a.s.e.en un b-aj.a cant.eflido de c.afoio .en .el RE y que .e.st-a deficienei.a`

puede  ser revertida mediante  la expresi6n de la bomba de  calcio  SERCA en  el RE

(Scolfano   et   al.,   2003).   Las   celulas   BAX/BAK   DKO-SERCA   presentaron   rna

recuperaci6n en su susceptibilidad frente a la apoptosis dependiente de estflmulos que

producen liberaci6n de calcio de compartimentos intracelulares tales como ceramidas,

HOz  y  acido  araquid6nico,` pero  no  por  estinulos  que  .generan  estres  de  RE.  Sin

embargo,experimentosrealizadosporelgrupodeTsujimotodemostraronunprocesode

apoptosis  dependiente  de  la liberaci6n de  citocromo  c  en  c6lulas  BAxrejK  DKO

incubadas con rna combinaci6n de acido araquid6nico y un ion6foro de calcio, anbos

estimulos  dependientes  de  calcio.  Esta  apoptosis  es  dependiente  de  la  activaci6n  de

caspasasydeserina-proteasas,peroindependientedeciclofflinaDyPTP(Mizutaetal.,

2007). En nuestro trabajo, la expresi6n de SERCA en c5lulas BAX/BAK DKO (figura

118) y la incubaci6n con ciclosporina A (figura  llC) no lograron modular la muerte

-¢.elul.ar-ob.s.erva.dr-entcondi.ci.onesdee-stfe-sd.eREypriva.ci.6ndesuero,dandeindfoi.a.sde

que]aliberaci6ndecalcioprobablementenoestariaregulandolaapoptosisobservada.

5.4 Especiflcidad del estinulo de muerte celular.

Uno  de  los  aspectos  mss  interesantes  de  este  trabajo  fue  encontrar que  solo

estresoresespecificosdeREfueroncapacesdeprovocarapoptosisenc6lulasBAneAK

53



DKObajocondicionesdeprivaci6ndesuero(figura78).Estosuaterequepodriaexistir

una  sefial  especffica  proveniente  del  RE  que  gatilla  la  apoptosis  mediada  por  la

liberaci6n de citocromo c en la mitocondria. Dentro de las sefiales de muerte que se

inducenpor-e.str.e-sdeREqu.ehan.sid.ode-scrifa.s.enl.alit.eratur-a-s.eeflouefltr-al-a.-a-ctiv.act-6n.

de  JNK  (del  ingles  cJun-N  kinase),  rna  kinasa  que  esta  involucrada  en  apoptosis

extrinseca inducida por  ligando  y  que  ademfs  puede  ser activada por  estr6s  de RE

quranoetal.,2000).EncondicionesdeestiesdeRE,elseusordeestresdeREIRE1-tt,a

trav6sdesudomiriocitos6licouneaTRAF2(delingl5stumornecrosisfactorreceptor

associated factor 2},` una protefm adaptadora que activa a JNK. Por otro lado,. ha sido

descrito que GSK3P  (del ingl6s glycogen synthase kinase-3P) puede ser inducida por

tapsigargina y su activaci6n por desfosorilaci6n genera la activaci6n de caspasa-3 y la

cousiguiente apoptosis (Song et al., 2002). Tanto JNK como GSK3P  fueron descartadas

comoparticipantesenlamuerteobservadaenc5IulasBAxreAKDKOenexperimentos

de   viabilidad   complementarios   con   Anexina-V-FITC   realizados   con   inhibidores

especificos  de JNK y  GSK3P,  En estos  ensayos no  se  observ6 ningch efecto  de  los

inhibidoresenlamuerteproducidaenlasc6lulasBAxreAKDKOconestr5sdeREy

pri`v`a.oi.6nd-e-s-u.era(dato§n-om.o-stra.de.s)`.

Otra  proteina  que  ha  sido,  no  sin  controversia  (Obeng  and  Boise,  2005),

involucradaenmuertemediadaporestiesdeREescaspasa-120¢ckagawaetal.,2000;

Yonedaetal.,2001).Encelulasderat6n,pro-caspasa-12esprocesadaposiblementepor

interacci6n  con  el  complejo  Eel-tt  y  TRAF2,  produciendo  apoptosis  luego  de  ser

inducidoestr6sdeRE.Paraestudiarelpapeldelprocesamientodelapro-caspasa-12en

nuestro modelo, fueron realizados ensayos de inuno blot en los cuales no se observ6
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cambio  en los niveles  de procesamiento de  la pro-caspasa-12  en c6lulas BAX/BAK

DKOconestr5sdeRE,inclusoencondicionesadicionalesdeprivaci6ndesuero(datos

no mostrados).

For  ffiti-ffi-a,  otra  rffi-a  de  I-a  UPR  qu.e  h-a -si-de  lig-ad.a  cofi  la  indue.oi6fl  .de  I-a

apoptosiseslaviadelsensordeestiesdeRE,PERK.Estesensor,alseractivadoporla

acunulaci6n de protefnas mal plegadas, activa a ATF4, un factor de trascripci6n que

induce  el  aunento  de  genes  que  producen  rna  disminuci6n  de  la  acunulaci6n  de

proteinas en el RE. Sin embargo, tambien activa la trascripci6n de CHOP, un factor de

trascripci6nqueinduceapoptosisa,inetal.,.2007;.Marciniaketal.,2004;Mccullough

et al., 2001).   Para evaluar el col de esta via de la UPR como inductor de la apoptosis

bajo  nuestras  condiciones  experimentales,  estamos  actualmente  generando  lineas  de

c5lulasBAXBAKDKOconlostrescomponentesdeestaviasilenciados,PERK,ATF4

yCHOP.AIrealizarlosensayosdeviabilidadenestaslineas,podremosinvestigarelrol

especificodelaviaPERKenlamuerteobservadaennuestromodelo.

5.5 Regulaci6n rio arriba del estinulo apopt6tico.

Basadosenelhechodequelaapoptosisobservadaenesteestudioesdependiente

especificanente  de  esties  de  RE  en  condiciones  de  privaci6n  de  suero,  nosotros

especulanosqueunaviadesefializaci6ndependientedefactoresdecrecimiento.podria

estar  nomalmente  inhibiendo  rna  via  de  apoptosis  altemativa,  independiente  de

BAX/BAKyelPTP.Enestecontexto,surgenporlomenosdoscandidatosinteresantes:

lacascadadequinasasreguladasporsefialesextracelularesa3RK,delingl6sextracelular
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signal-regulated  kinase  cascade) y la via de  la  qulnasa AKT.  La via de AKTAI13K

(siglas  del  ingl5s  Phosphoinositide  3-kinases)  ba  sido  lmplicada  en  la  liberaci6n  de

citocromo  a  en presencta y  ausencia  de  BAX y BAK  a  traves  de  la  activaci6n  de

fi.ex-6.q-ui-n.a§-a.s  -Or-aj.ew-ski`   et  .al`.,   2004)`.   S-in  `effib.argo,   Jen   experim-onto-s   de  nu.e-sffo

laboratorio, realizados en c61ulas BAX/BAK DKO con 10% de suero y en presencia de

tunicanicina y tres inhibidores independientes de la via P13K, no pudimos observar la

inducci6n de muerte celular similar a ]a observada bajo rna combinaci6n de esties de

RE   y   privaci6n   de   suero   (datos   no   mostrados).   Ademds,   como   se   mencion6

anteriormente,.alincubarconfnhibidoresdeJNKyGSK3P,.1asc6lulasBAneAKDKO

no presentaron protecci6n a la muerte celular (datos no mostrados). Estas observaciones

descartarian indirectamente la participacidn de esta via en la regulaci6n de la apoptosis

observada al incubar c6lulas BAX/BAK DKO con estresores de RE en condiciones de

privaci6n de suero.  Sin embargo, resta pesquisar la participaci6n de la via ERK en la

muerte  observada  en  c6lulas  BAX/BAK DKO  bajo  estres  de RE  en  condiciones  de

privaci6n de suero.
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Figura 13. Modelo especu]ativo para explicar la apoptosis mediada por estr6s de RE
bajo  condiciones  de  privaci6n  de  suero  independiente  de  BAxmAK  y  de  PTP.
Cuando el RE se encuentra bajo esties cr6nico, se activan vias que llevan a apoptosis,
como por ejemplo la via de la UPR mediadas por el sensor de estr6s de RE PERK y sus
factores de trascripci6n rio abajo ATF4 y CHOP. Esto lleva a un desbalance entre los
niveles de proteinas pro- y anti-apopt6ticas en la membrana extema de la mitocondria,
activando a BAX y BAK, con la consecuente salida de citocromo c hacia el citoplasma.
Altemativamente,  la recarga de calcio de la mitocondria abre el PTP, promoviendo  la
translocaci6n  de  citocromo  c  hacia  el  citoplasma.  Factores  de  crecimiento  que  se
encuentran en  el  suero poch'an estar  inhibiendo  un poro  alternativo  que  promueve  la
liberaci6n de citocromo c bajo condiciones de estfes de reticulo que es independiente de
BAX/BAK y  de ciclofilina D  (PTP).  Esta inhibici6n podria estar mediada por vias  de
transducci6n  de  sefiales  a  traves  de  ERK/P13K.  Este  poro  podr'a  estar  formado  por
ceramidas y estar sujeto a regulaci6n. El citocromo c liberado, probablemente forman'a
parte  del  apoptosoma,  1o  que  lleva  a  apoptosis  por  la  via  intrinseca,  a  trav6s  de  la
activaci6n del apoptosoma y de caspasas efectoras.



6. Conclusiones.

En este trabajo se presenta evidencia de la existencia de rna via altemativa de

apoptosis, independiente de BAX y BAK, proteinas esenciales para la activaci6n de la

apoptosi.s   intrinseca  baj`o   diferentes   estzmul.os.   Ademas,   foe   posi-bl.e   descartar   la

participaci6n de ciclofilina D y del poro  dependiente de calcio, PTP,  en esta muerte

celular.Interesantemente,laapoptosisobservadaocunebajocondicionesespecificasde

estres de RE y privaci6n de suero y no otros tipos de esties como son el dafio al DNA,

dafio  a nricrotubulos  o  estr6s  oxidativo.  Esta  combinaci6n de  estresores  gatillan'a la

liberaci6ndecitocromo.c.confaconsiguientemuerfecelulardependientedecaspasas.Es.

decir, la muerte celular observada en estas c6lulas BAX/BAK DKO estan'a inhibida en

condiciones normales de cultivo celular (alto suero) y sen'a activada o desinhibida en

condiciones de privaci6n de suero. Aun queda por defirir los mecanismo de regulacl6n

implicadosenestamuertecelular.Sinembargo,hemospodidodescartarlaparticipaci6n

enlaregulaci6ndeestaapoptosisalasproteinasBH3-onlyylaparticipacidndelPTPen

el proceso.

ElconocimientodelaexistenciadeunaapoptosisindependientedeBAX/BAKy

cicl'ofi`linaDpodriaserd.evital`importanciaal.momentodedisefiarestrategiasconel`fin

de  alterar  la  regulaci6n  mediada  por  la  familia  BCL-2,  en  el  contexto  de  alguna

enfemedad.  Ego  debido  a  que,  dependiendo  del  contexto  celular,  por  ejemplo  en

presencia o ausencia de factores de crecimiento, 1a regulact6n de la apoptosis tat cual la

conocemos podr'a variar dristicaniente.
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