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Resumen

1. RESUMEN

En los dltimos aflos se han acumulado evidencias concernientes al papel de la apoptosis en el
control de la poblacion de células beta en la patogénesis de la IDDM. Asi se ha visto que la
apoptosis en células beta de roedores esta mediada por la generacion de 6xido nitrico (NO) en
un proceso regulado por citoquinas inflamatorias. Sin embargo respecto al papel del NO en el
control de la apoptosis se han encontrado varios mecanismos por los que altas concentraciones
de NO lainducen y bajas concentraciones la previenen.

En la primera parte de esta tesis mostramos que altas concentraciones de NO inducen la muerte
celular por apoptosis en las células productoras de insulina RINmSF. Nuestros resultados indican
que altas concentraciones de NO inducen la activacion de acciones proapoptéticas como la
fragmentacion de ADN, activacién de caspasa 3, liberacién de citocromo ¢, y degradacion de Bel-
2. Ademas induce la activacion de acciones antiapoptéticas como la activacion de la PKG.
Debido a su mayor intensidad las acciones proapoptéticas predominan sobre las acciones
antiapoptoticas. Las acciones proapoptoticas son independientes del sistema de sefializacion
sGC/PKG, aun mas nuestros resultados muestran que los indices apoptoticos aumentan de
magnitud cuando en condiciones de apoptosis se inhibe la actividad de la PKG con el KT-5823,
indicando que el NO activa a la PKG como parte de una respuesta anti-apoptética. En estudios
comparativos realizados tanto in vivo como in vitro utilizando dadores de NO y el atractilosido
encontramos que la regulacién de la liberacion de citocromo ¢ por las mitocondrias es un
elemento critico en la apoptosis inducida por el NO y que dicha accion esta relacionada con
mecanismos dependientes de la apertura del poro de membrana responsable de la
permeabilidad transitoria (PT) de la mitocondria.

En la segunda parte de esta tesis mostramos que la retirada de suero del medio de cultivo
induce la muerte celular por apoptosis en células productoras de insulina RINm5F, la apoptosis
fue sequida a través del estudio de indices como la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria,
activacion de caspasa 3, degradacion de Bcl-2 y un nuevo indice llamado actividad de Bcl-2
quinasa, que consiste en determinar la capacidad que tienen los homogeneizados de fosforilar a
Bcl-2 inmunoprecipitada. Nuestros resultados muestran por primera vez que bajas
concentraciones de DETA/NO (10 uM) inducen la reduccion de la liberacién de citocromo c,
disminucion de la activacion de caspasa 3, prevencion de la degradacion de Bcl-2 y aumento de
la actividad Bcl-2 quinasa; Estudios con inhibidores del sistema sGC/PKG, el ODQ y el KT 5823,
revelan que estas acciones son dependientes de la activacion de la sGC y de la PKG. El



Resumen

DETA/NO induce la autofosforilacién de la c-Src tanto in vivo como in vitro y la ¢-Src activa es
capaz de inducir la fosforilacion en tirosina de Bcl-2 in vitro. Debido a que la inhibicion de la ¢-Src
por el PP1 cancela las acciones del DETA/NO sobre la activacion de la PKG, disminucién de la
activacion de caspasas, disminucion de la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria,
prevencion de la degradacion de Bcl-2, e incremento de la actividad de Bcl-2 quinasa,
proponemos que tanto la generacion de cGMP y la activacion de la c-Src son requeridos para la
sefializacion de las acciones antiapoptoticas del NO sobre la mitocondria.
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INTRODUCCION

2.1. MUERTE CELULAR PROGRAMADA (MCP)

La muerte celular programada o apoptosis es un mecanismo fisiolégico para eliminar
células superfluas o potenciaimente peligrosas (1, 2). Durante el desarrollo de los
animales, se producen muchas células que son innecesarias y la MCP juega un papel
clave en la eliminacion de estas células facilitando el desarrolio embrionario (3). Ademas,
una regulacion inapropiada de la MCP esta implicada en la patogenia del cancer, en el
SIDA y en ciertas enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes (4, 5). En 1972 Kerr
y col. (6) describieron los cambios morfolégicos que caracterizan este fipo de muerte
celular, tales como el encogimiento celular, Ia vesiculacion de la membrana plasmatica,
la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN en oligonucleosomas. Estos
cambios contrastan con los observados durante la muerte celular provocada por
sustancias toxicas, dafio o isquemia. En estas circunstancias, las células y los organulos
tienden a hincharse y romperse en un proceso denominado necrosis. La Tabla 1 muestra
las diferencias mas destacables entre la MCP y la necrosis. A partir de estas
observaciones se propuso que la célula tiene la capacidad de autodestruirse mediante la
activacion de un programa de suicidio celular intrinseco cuando ha sufrido un daiio
severo o durante el envejecimiento. Este proceso fisiologicamente normal Kerr y col. le
denominaron “apoptosis” (6), término que fue tomado de la literatura griega clasica,
donde se empled para nombrar la caida estacional de las hojas y que etimologicamente
significa “caer lejos”. Posteriormente se acufi6 el término Muerte Celular Programada
(MCP) como sinénimo de apoptosis para indicar que este proceso ocurre tras la
activacion de una serie coordinada de procesos moleculares en la célula (7). Nosotros

aqui utilizaremos indistintamente ambas acepciones.
Tabla 1. Caracteristicas comparativas de la necrosis y la apoptosis

Necrosis Muerte Celular Programada (Apoptosis)
Pérdida de la homeostasis celular Inicialmente no se observan grandes cambios
Alteracién de la permeabilidad de la membrana No se observa iniciaimente
Pérdida de potasio, entrada de sodio, fallos en el  No hay flujo de sodio, no se observan cambios en la
potencial de membrana concentracion de potasio en la célula.
Hinchamiento de los compartimentos citoplasméticos Condensacién del citoplasma
Destruccion de la mitocondria y ofros organulos Generalmente los organulos permanecen intactos

Se forman protuberancias en la superficie celular que
se separan en forma de cuerpos apoptéticos.

Agotamiento de la energla celular (ATP) No hay agotamiento de la energia celular

Disminucién de la sintesis macromolecular Es requerida la activacion de la sintesis macromolecular

Afecta a todas las células contiguas Afecta sblo a las células que recibieron el estimulo

Pérdida de los agregados de cromatina Alta condensacion de agregados granulares de cromatina
Afrofia pasiva Degeneracién activa
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El papel de 1a MCP durante el desarrollo ha sido estudiado en detalle en el nematodo
Caenorhabditis elegans (8). En este organismo se ha mostrado que para que haya una
adecuada eliminacion de ciertas células durante el desarrollo de su sistema nervioso se
requiere un grupo de genes llamados ced-3 y ced-4 (9, 10, 11). Por ofra parte, se
identificaron ofros genes como el gen ced-9 que actuan como protectores contra la
muerte celular (12). Se ha demostrado que el producto del gen ced-9 (Ced-9) inhibe la
accion del producto del gen ced-4 (Ced-4), lo que conlleva a la disminucion de ia
actividad del producto del gen ced-3 (Ced-3) (13), ya que Ced-4 promueve la activacion
de Ced-3 (14). Recientemente se ha encontrado en C. elegans que el producto del gen
egl-1 (Egl-1) promueve la MCP debido a que interacciona con Ced-9 rompiendo el
complejo protector de la MCP formado por la asociacién Ced-4-Ced-9 y por consiguiente
promoviendo la activacion de Ced-3 (15, 16, 17). El gen ced-3 codifica una cisteina
proteasa que es hombloga a la enzima convertidora de la IL-18 (ICE), una cisteina
proteasa de mamiferos (10). El gen ced-9 codifica una proteina que es homéloga a la
proteina Bcl-2 en mamiferos (18) y el gen ced-4 codifica una proteina homéloga al factor
activador de apoptosis (Apaf-1) de los mamiferos (19). Por ultimo el gen egl-1 codifica
una proteina similar a las proteinas Bax y Bid de los mamiferos (20) En la Tabla 2 se
muestran los productos de los genes ced y sus correspondientes homoélogos en
mamiferos y la funcién que cumplen.

Tabla 2. Relacion entre las proteinas de C. elegans y sus correspondientes homélogos en mamiferos.

Proteinas de C. elegans Proteinas de mamiferos Funcién
Ced-3 Caspasas 8, 9, 10 Caspasas iniciadoras
Ced4 Apaf-1, FADD, RAIDD, (c-FLIP) Activadores de caspasas
Ced9 Bel-2, Bel-X,, Belw, McH, A1/Bfi-1  Proteinas antiapoptéticas homblogas
Eg-1 Bax, Bak, Bok, Mtd, Bik/Nbk/Blk,  Proteinas proatstﬂhzcas homélogas
Hrk/DPS, de Bcl-2 {proteinas BH3)

Bad, Bid, Bim/ Bod, NBIP3, NBIP3L

Tabla modificada de Nufiez y col. (21)

Los trabajos con C. elegans revelan la importancia de una clase de cisteina proteasas,
ahora llamadas caspasas (cysteinyl aspartate-specific proteinases) (22), para la MCP.
Las caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas, denominadas colectivamente
procaspasas. Una meta importante en la investigacion de la MCP es conocer los
mecanismos reguladores de la activacion de las caspasas en la MCP. Los estudios
realizados en C. elegans han estado enfocados fundamentalmente hacia la identificacion



Infroduccion

de mecanismos de regulacion de la apoptosis tomando como modelo las propias células
que mueren por este proceso. Dichos estudios muestran que para ello se requiere la
accion coordinada de al menos tres grupos de proteinas intracelulares, si bien un cuarto
grupo de proteinas esta implicado en la eliminacion de las células muertas. Una
consecuencia de este abordaje es la escasez de informacion relativa a su regulacion por
sefiales extracelulares. En cambio, en células de mamiferos se ha descrito que la
iniciacién de la MCP esta cuidadosamente regulada por sefiales que pueden ser
originadas en las propias células destinadas a morir 0 provenir de estimulos
ambientales. Por ejemplo, el dafio provocado en las células por radiaciones ionizantes,
la infeccion por ciertos virus y la accién de sefiales externas de muerte y supervivencia.
Dada esta variedad de factores que pueden afectar el destino de la célula, la fase
ejecutora debe estar sometida a una regulacion mltiple. La Figura 1 muestra que los
mecanismos basicos de la apoptosis entre C.elegans y las células de mamiferos estan
altamente conservados

C. elegans Mamiferos

Membrana
plasmatica

Figura 1. Comparacion de las vias de muerte celular programada (MCP) en Caenorhabditis elegans y
mamiferos. Los miembros de la familia Ced-9/Bcl-2 controlan tanto positiva como negativamente la MCP.
La activacion de Ced-4/Apaf-1 inicia la MCP y Ced-3 y las caspasas iniciadoras son mediadoras del
proceso de muerte. En células de mamiferos ademés se ha descrito un proceso de apoptosis iniciada por
la presencia de estimulos extemos a través de proteinas adaptadoras (FADD) que activan a una caspasa
iniciadoras.
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2.2. LAS CASPASAS.

Hasta la fecha se han descrito 14 caspasas en mamiferos, 11 de las cuales se
encuentran en humanos. Las propiedades de algunas de las caspasas se resumen en la

Tabla 3.
Tabla 3. Propiedades de algunas caspasas seleccionadas.

(Tabla modificada de Eamshaw y col.) (23)
Peso Moleculars Sitio de Péptidos  Capacidad de Inhibicion pore
Nombre nuevo, procesamiento  susfratos autoproce-
Nombre antiguo Prodom Grande Pequefia _del zimogenc® preferidost samiento? cmA p35 XIAP
Caspasa 1 45 24 14 TPLD/S YEVD X + + + -
ICE 20 10 FEDD/A WEHD X
AVQDN
Caspasa 2 48 32 14 DQQD/G VDVAD X + - + -
leh-IL 18 12 EESD/A DEHD X
NEDD2 DNKD/G
Caspasa 3 32 20 12 IETD/S DMQD X + - + +
CPP32 17 -
Apopaina ESMD/S DEVD|X
Caspasa 4 WVRD/S LEVD|X + +
ICE-ll LEED/A (W/L)EHD | X
Tx, Ich-2 ?
Caspasa 5 WVRD/S -
ICElll, Ty LEAD/S (W/L)EDH X
Caspasa 6 K’ 2 13 DVVDN VEID|N + - +
18 1 TEVD/A VEHD X
TETD/A
Caspasa 7 K] 20 12 1QAD/S DEVD|X + - + +
Mch3 - DEVD|X
CMH-1 DSVD/A
ICE-LAP3
Caspasa 8 53 43 12 VETD/S IETD{X + + + -
Mch5 85 18 1" LEMDAL LETD|X
FLICE REQD/S
MACH
Caspasa 9 50 37 12 PEPD/A - + +
Mché 35 10 DQLD/A LEHD |X
ICE-LAP6 18 ?
Caspasa 10 55 43 12 IEAD/A IEAD | X + + -
Mch4 17 -
FLICE-2 SQTDNV
Caspasa 13 ? -
ERICE ? -
? -_—

2 La aparicion de multiples entradas indica: procesamiento parcial, procesamiento completo de subunidad grande,
procesamiento completo de subunidad pequefia que resultan de la degradacion del final del C-terminal de la
subunidad grande, seguido por-la eliminacion del peptido unién a partir de la subunidad pequefia y el prodominio de la
subunidad grande.

b Para cada caspasa, la secuencia superior coresponde al sitio de ruptura activador inicial del C terminal de la
subunidad grande, la secuencia de! medio corresponde al sitio de ruptura que remueve la secuencia de union enfre la
subunidad grande y fa subunidad pequefia, y la secuencia de abajo coresponde a sitio de ruptura que elimina el
prodominio.

— No se elimina secuencia de unién; ?, desconocido. Los sitios de ruptura han sido determinados por
secuenciamiento de amino &cidos o mutaciones sitio dirigidas.

¢ Para cada caspasa , la secuencia superior indica la preferencia de sustratos reportados por Talanian et al. (24),
mientras que la secuencia de abajo indica la reportada por Thomberry et al. (25). —, no reportada.

4+, tiene capacidad para autoprecesarse. En blanco, no reportado

* +,si es inhibida, Blanco, no reportada.
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2.2.1. Blancos celulares de las Caspasas

Las celulas inician la apoptosis después de desplegar una serie de cambios
bioquimicos y morfolégicos caracteristicos tales como degradacion del ADN,
condensacion de la cromatina, pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
cambios en la composicion de la membrana citoplasmatica y formacion de cuerpos
apoptoticos. Utilizando inhibidores de caspasas se ha determinado que las caspasas
estan relacionadas con estos cambios (revisado en 26). El papel de la caspasa 3 en
estos procesos ha sido recientemente clarificado por los datos encontrados en
ratones, en los que la funcién de caspasa 3 ha sido eliminada por ingenieria genética,
observandose que en algunas células no se produce condensacion de la cromatina o
degradacion del ADN mientras entran en apoptosis in vitro (27). El desmantelamiento
de la estructura de la célula durante la fase de ejecucion de la apoptosis es un proceso
complejo que esta inimamente ligado a la ruptura de un gran numero de sustratos
celulares realizada por caspasas efectoras; por otro lado, las mismas caspasas
efectoras pueden ser hidrolizadas por las caspasas iniciadoras. Los sustratos
celulares segiin Earnshaw y col. (23) pueden ser divididos en los siguientes grupos:
proteinas citoplasmaticas abundantes, proteinas nucleares abundantes, proteinas
involucradas en el metabolismo y reparacion del ADN, proteinas quinasas, otras
proteinas involucradas en la transduccion de sefiales, proteinas involucradas en la
regulacion del ciclo celular y Ia proliferacion, proteinas involucradas en enfermedades
humanas de origen genético, proteinas cuya ruptura juega un papel directo en la
apoptosis. En la Tabla 4 se muestra un resumen de los sustratos de las caspasas, no
se incluyen las caspasas efectoras sustrato.
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Tabla 4. Proteinas sustratos de las caspasas durante la muerte celular programada

(Tomado de Earnshaw y col.) (23 )
Polipéptidos Sitio de ruptura Caspasa Efecto de la ruptura
responsable
Proteinas citoplasmaticas abundantes
Gelsolin DQTD/G 3 Ruptura de actina insensible a calcio
Gas-2 SRVD/G ? Reordenamiento del cifoesqueleto
Fodrina (Alfa Il-espectrina) DETD/S,DSLD/S 3 Vesiculacién de la membrana plasmatica
Beta Il-espectrina DEVDIS 3 Desconocido
B-Catenina ? 3 lunién a-catenina y contacto célula-célula
Citoqueratina 18 VEVD/A 36,7 7
Proteinas nucleares abundantes
Laminina A VEIDN 6 Desmontaje de la lamina nuclear
Laminina B VEVD/S 6,7 Desmontaje de la ldmina nuclear
NuMA ? 36 Cambios de la forma nuclear
Proteinas HnRNP C1y C2 ? 3 ldel procesamiento de ARN
Proteina de 70 kDa de U1 snRNP DGPDIG 3 ldel procesamiento de ARN
Mdm2 DVPD/C 36,7 Desconocido
m
y.reparacién del ADN
PARP DEVD/G 379 | sintesis de poli(ADP-ribosa)
DNA-PKs DEVDN 3 En aigunos estudios |su actividad
Subunid. grande Factor replicacién C DEVD/G 3 Inhibe replicacion fragmentos ADN N-terminal
Topoisomerasa DDVDIY 3 Desconocido
Proteinas quinasas
PKC & bDMQDM 3 Quinasa constitutivamente activa
PKCr, PKC-relacionada 2 DEVD/K,DITD/C 3 Quinasa constitutivamente activa
PKN LGTD/S 3 Quinasa constitutivamente activa
PK IV Calcio/calmodulina dependiente PAPD/A 3 Funcién desconocida
Quinasa 2 p21-activada SHVD/A 38 Quinasa constitutivamente activa
PITSLRE quinasa o2-1 YVPD/S 3 Quinasa constitutivamente activa
Mst 1 quinasa DEMD/S ? Quinasa constitutivamente activa
Mst2 quinasa DELD/S ? Quinasa constitutivamente activa
Quinasa de adhesién focal DQTD/S 37 Pérdida de union a paxilina, Mranslocacion al
VSWD/S 6 nticleo, }actividad
MEKK-1 DTVDIG 3 | unién a 14-3-3, Cambios distribucion
celular, activacion constitutiva
Wee 1 quinasa . ? 378 Inactivacién, inicia activacion Cdk
Pro-inferleuquina-1p FEAD/G,YVHD/A 1 Elemento clave mediador de la inflamacién
Pro-interleuquina-16 SSTD/S 3 Quimiotaxia del linfocito T
Pro-interleuquina-18 LESDN 1 Induce sintesis del Interferon y
Proteina GTPasa-activadora RAS DTVD/G 3 Inactivacion de la sefalizacién extracelular
Inhibidor de ia disociacién D4-GDP DELD/S 3 No se ha demostrado su efecto
Proteina fosfatasa 2A subunidad Aa DEQD/S 3 1 actividad hacia sustratos no-cdk
Fosfolipasa Az citosélica DELD/A 3 Activacién
Stat 1 MELD/G 3 | transcripcién después interferon a0y
NFxBp50, p65 ? 3 | transcripcién dependiente de NFxB
kB DRHD/S 3 Genera inhibidor constitutivo de NFkB
Proteina resp. esteroide elemento-unién DEPD/S 37 Ruptura no fisiolégica
DCC LSVDR 3 Apoptosis por ausencia de factores
Calpastatina ALDD/S 137 Disminuye inhibicién de la calpaina
Proteinas de la regulacién del ciclo celular
y fa proliferacién
P2{wt DHVDAL 37 Pérdida dominio inhibitorio N de cdk
P27t DPSD/S 37 1p27 en complejo ciclinaE-cdk
Proteina Rb(retinoblastoma) DEAD/G 3 accién opuesta E2F-1
CDC27 ? 3 | ligasa ubiquitina, estabilizacién ciclinas A,B
P
Huntington DSVDAL 37 Posible ruptura ne fisiolégica
Proteina atrofia dentatorubral palidalisiana DSLD/G 3 Efecto no conocido
Presenilina-1 ARQD/S ? Desconocido
Presenilina-2 DSYD/S 3 (enera fragmentos anti-apoptéticos
i
Bel-2 DAGDN ? Genera fragmentos pro-apoptéticos
Bel-XL HLAD/S 13 Genera fragmentos pro-apoptoticos
FLIPL LEVD/G 38,10 Desconocido
Bid LQTD/G 8 Genera fragmentos pro-apoptoticos
Bax FIQDR ? Desconocido
ICAD DEPD/S 3 Libera endonucleasa CAD activa
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2.2.2. Estructura de las Caspasas

Las procaspasas se componen de cuatro dominios diferentes como se muestra en la
Figura 2. Tienen un prodominio N-terminal, seguido por una subunidad grande, una
subunidad pequefia y una secuencia de unién entre la subunidad grande y la
subunidad pequefia. En la Tabla 3 se puede observar que esta secuencia de union
esta flanqueada por residuos de aspartato que facilitan su procesamiento (28). La
activacion es consecuencia de la ruptura proteolitica entre los dominios, accion que
elimina el prodominio y la secuencia de unién. Esto da como resultado el ensamblaje
de dos subunidades grandes con dos subunidades pequefias en un complejo
enzimatico activo. El analisis de la estructura cristalina de la caspasa 1 y la caspasa 3
unidas a un analogo de su sustrato muestra que la caspasa activa esta compuesta de
dos heterodimeros interaccionando mediante las subunidades pequeiias para formar
un tetramero con dos sitios cataliticos (29, 30, 31). Cada sitio activo esta formado por
secuencias proporcionadas por la subunidad grande y por la subunidad pequefia.

Secuencia de uritn

PRODOMINIO

HN COOH SITIO ACTVO

4

PROCASPASA S, CASPASAINICIADORA

13
PROCASPASAS, CASPASA INICIADORA

CASPASA
ACTIVA

PROCASPASA 3, CASPASA EFECTORA 2n

PROCASPASA O ZIMOGENO

Figura 2. Diagrama de las estructuras de los zimégenos de las caspasas 8 y 9, que son caspasas iniciadoras y la
caspasa 3, que es una caspasa efectora. En verde se muesira el prodominio aminoterminal, en rojo la subunidad
grande, en naranja la subunidad pequefia, el fragmento de unién de ambas subunidades se muestra de color
celeste. El prodominio de la caspasa 8 contiene dos dominios efectores de muerte (DED), el prodominio de la
caspasa 9 presenta un dominio de reclufamiento de caspasas (CARD). La caspasa activa es una proteina
heterotetramérica que resulta de la activacion proteolitica de dos procaspasas.

Como que se muestra en la Figura 3, en cada heterodimero la subunidad grande y la
subunidad pequefia interaccionan para formar un nlcleo compuesto por 6 laminas
beta flanqueadas por 5 hélices alfa (29, 30, 31, 32), una estructura cuaternaria que es
lnica entre las proteasas. Basados en la distancia entre el C-terminal de una
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subunidad grande y el N-terminal de la subunidad pequefia, se ha sugerido que
durante la maduracién de los zimogenos de la caspasa 1 y de la caspasa 3, la
subunidad p10 proveniente de un zimbgeno forma un complejo con la subunidad p20
proveniente de un segundo zimégeno (29, 30, 31). La capacidad de ciertas mutantes
de caspasa 1 para complementarse con ofras cuando son coexpresadas (33) sustenta
esta idea, aunque la incapacidad de mutantes de la caspasa 9 para complementarse
con otras (34) plantea la posibilidad que ofras caspasas pueden madurar de diferente
manera.

Sitio de ruptura interdominio

" a3

Figura 3. Estructura tetramérica de la caspasa 3. Las caspasas 1 y 3 presentan una conformacion conservada que
consiste de un cuerpo central de 6 laminas beta intercaladas entre 5 hélices alfa. La estructura muestra que las
caspasas existen como tetrdmeros formados por dos subunidades grandes y dos subunidades pequefias
determinando el origen de un dimero doble(33) [Figura tomada de Stennicke y Salvensen (35)]

El estudio de la estructura y mecanismo de catalisis de las caspasas tiene relevancia
para comprender el mecanismo de accion de los anélogos de sustratos e inhibidores
que se emplean como herramientas en los estudios de apoptosis, los heterotetrameros
presentan en su sitio activo 4 regiones de union al sustrato (S1, S2, S3y S4) alos que
se unen con distinta afinidad los 4 residuos de aminoacidos del sitio de corte del
sustrato (P1, P2, P3 y P4). Las caspasas hidrolizan enlaces peptidicos sobre el
extremo carboxilo de un residuo de aspartato (llamado P1). El analisis de los sitios
activos de las caspasas 1 y 3 indica que la ruptura probablemente involucre la
desprotonacion del sulfhidrilo de la cisteina 285 por el anillo de imidazol de la histidina
237; de este modo se genera un tiolato nucleofilico que ataca el atomo de carbono
carbonilo del enlace escindido para formar un intermediario tetraédrico que es
estabilizado por la unién de un hidrégeno localizado en el grupo amino del residuo de

10
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glicina 238 (30). Estos residuos cataliticos, Cys285, His237 y Gly238, estan altamente
conservados en todas las caspasas.

Durante la catalisis el requerimiento del aspartato en la posicion P1 del sustrato es
absoluto (36, 37). Este aspartato esta enterrado en un bolsillo profundo, llamado sitio
S1, que esta recubierto por los residuos de arginina 179, glutamina 283, arginina 341,
y serina 347 (enumerados en caspasa 1) que interactian directamente con P1. Todos
estos residuos estan conservados en las caspasas humanas (excepto en la caspasa 8
en que la serina 347 esta reemplazada por treonina). Las caspasas no tienen
preferencia por el sitio P2 del sustrato, en ninguna de las estructuras cuaternarias de
las caspasas se ha encontrado un sitio S2 de union bien definido para P2. Cuando el
peptido Ac-DEVD.CHO forma un complejo con la caspasa 3 (Figura 4) se observa que
el area circundante a P2 el residuo de valina esta abierto y plano con sélo pocas 0
ninguna interaccion especifica. El sitio S4 dependiendo de la configuracion del lazo 3
tiene distintas preferencias, el reconocimiento de P4 esta basado en las interacciones
especificas entre la enzima y el sustrato; debido a que el plegamiento del lazo 3
produce un ambiente restrictivo, la naturaleza de P4 es critica para el reconocimiento.
La cantidad de enlaces de hidrogeno que se establecen entre el grupo carboxilo de P4
y el lazo 3 condicionan el grado de especificidad. Asi, en el caso de la caspasa 3, ésta
tendra mayor afinidad por un residuo de aspartato que por uno de acido glutamico en
la posicion 4.

CASPASA 3

Figura 4. Sitio de union del tefrapéptido sustrato DEVD en los sitios S1-S4 de la caspasa 3. Se observa que la
subunidad grande (en blanco) aporta el primer sitio de interaccién con el susfrato y que los demés sitios de
interaccion son aportados por la subunidad pequefia ( en gris) [Figura tomada de Stennicke y Salvensen (35)].

La observacion de que las caspasas son activas contra tetrapéptidos (36, 37) permitio
el disefio y desarrollo de sustratos y de inhibidores especificos (38, 39). El péptido
YVAD, que esta basado en el motivo de corte preferido de la caspasa 1, permitié la

11
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sintesis del Ac-YVAD.CHO, que inhibe a la caspasa 1 con una K; de 0.76 nM y del Z-
YVAD.AFC, un sustrato fluorogénico especifico de caspasa 1. De igual manera, el
motivo de corte especifico de la caspasa 3, el tetrapéptido DEVD, permiti6 la sintesis
del Ac-DEVD.CHO, un inhibidor de la caspasa 3 y del Z-DEVD.AFC, un sustrato
fluorogénico especifico de caspasa 3. El Z-VAD.CHO es considerado un inhibidor
general de caspasas debido a que tiene capacidad de interaccionar especificamente
con el siio S1 debido a la presencia del aspartato en posicion P1, no teniendo la
restriccion del residuo en posicion P4, lo que no confiere especificidad por el lazo 3 de
las caspasas.

Las caspasas que participan en la MCP han sido divididas en caspasas iniciadoras
(upstream) y caspasas efectoras (downstream) en funcion de su ubicacién en la
cascada proteolitica de caspasas.

2.2.3. Caspasas iniciadoras y caspasas efectoras

Las caspasas iniciadoras se caracterizan por tener un prodominio largo que contiene
médulos proteicos especificos que le permite interaccionar fisicamente con proteinas
activadoras especificas. En el prodominio de las caspasas iniciadoras se han
detectado dos clases de médulos de interaccion (ver la Figura 2): el dominio efector de
muerte (DED) y el dominio de reclutamiento de caspasas (CARD) (40, 41, 42). Las
caspasas 8 y 10 presentan médulos DED y el CED-3 de C. elegans y las caspasas 1,
2, 4, 5y9 presentan médulos CARD distintos pero homélogos. Por otro lado las
caspasas efectoras 3, 6, 7 y 14 presentan prodominios cortos y no presentan modulos
de interaccion.

2.24. Regulacién de la activacion y la actividad de las Caspasas

Las caspasas iniciadoras son activadas por un gran nimero de sefiales apoptoéticas.
En células de mamiferos se han descrito dos cascadas principales de activacion de
caspasas (Figura 5). En la primera cascada interaccionan las caspasas 2, 8 y 10 con
los receptores de muerte expresados en la superficie celular incluyendo Fas, TNFR1,
DR3 y DR4/DRS. En la segunda cascada, la caspasa 9 es activada por varios
estimulos provenientes tanto del exterior como del interior de la célula. La caspasa 8y
la caspasa 9 activadas pueden a su vez activar un grupo de caspasas efectoras tales
como las caspasas 3, 6 y 7, dando como resultado el incremento de la actividad
proteasica en la célula (43, 44, 45, 46).

12
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Figura 5. Modelos de activacion de las caspasas iniciadoras 2, 8 y 10 inducidas por activadores de receptores de
muerte celular y de la caspasa 9 inducida por factores que promueven la liberacion de citocromo ¢ desde la
mitocondria al citoplasma (para mayores detalles ver el texto)

En la activacion de las caspasas mediada por la union de un ligando a un receptor de
muerte, la unidén de los receptores, tales como FAS, a su respectivo ligando (FAS,)
induce a través de sus dominios de muerte (DD) el reclutamiento de proteinas
adaptadoras, como FADD, que a su vez recluta a la procaspasa 8 dentro del complejo
de iniciacion de la sefial de muerte (DISC) (47). El dominio de muerte (DD) del
receptor se une al correspondiente DD de FADD, y a su vez FADD y la procaspasa 8
interaccionan a través de sus respectivos dominios DED (40, 41, 47, 48, 49), el
proceso de interaccion inicia la autoactivacion de la caspasa 8 (50, 51, 52, 53).
Recientemente se ha demostrado que el prodominio de la caspasa 1 incrementa la
apoptosis inducida por FAS, facilitando la autoactivacion de la caspasa 8 (54).

El TNF puede iniciar dos vias de activacion de caspasas, con la participacion de
moléculas modificadoras tales como RIP y TRADD. La via de activacion de las
procaspasas 8 y 10 por TNF es basicamente similar a la inducida por FAS,, con la
diferencia de que el receptor es TNFR1 y entre éste y la proteina adaptadora FADD se
agrega la proteina modificadora la TRADD (49, 55). Sin embargo en la activacion de la

13



introduccion

procaspasa 2 por el TNF la formacion del complejo de muerte tiene lugar mediante la
interaccion de los dominios CARD y no de los dominios DED. En dicha interaccion
participan secuencialmente el TNF, que inicia la union al receptor TNFR1, Ia proteina
modificadora RIP que se une al receptor a través de interacciones DD, el adaptador
RAIDD, que se une a RIP afravés de sus dominios DD, y la procaspasa 2, que se une
a RAIDD a través de la interaccion de sus respectivos dominios CARD, iniciando el
proceso de autoactivacion de la caspasa 2 (ver la figura §) (56, 57, 58, §9). La
activacion de las procaspasas 8 y 10 inducida por la activacion de los receptores DR3,
DR4/DRS, es basicamente similar a la inducida por la activacion de FAS (60, 61).

En el caso de la procaspasa 9, una sefial de muerte procedente del exterior o del
interior de la célula induce la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria al citoplasma
(62, 63, 64, 65). El citocromo ¢ puede interaccionar con las secuencias repetidas
WD40 del extremo C-terminal de la Apaf-1 gracias a una modificacion postraduccional
por metilacién de su residuo de lisina 72 (66,67). Esta union requiere de dATP o ATP
(68, 69), produciéndose entonces la oligomerizacién de Apaf-1, cuya consecuencia
mas importante es la apertura de los dominios CARD de Apaf-1, facilitandose asi la
interaccion con los dominios CARD de la procaspasa 9 y dando lugar a lo que se ha
llamado complejo apoptosoma. La formacion del apoptosoma inicia el proceso de
activacion de la caspasa 9 (70, 71, 72). Recientemente se ha enconfrado que el papel
antiapoptotico de la proteina Hsp 70 se debe a su capacidad de interaccionar con los
dominios CARD de Apaf-1 evitando la oligomerizacion de Apaf-1 y su asociacion con
lacaspasa 9 (73, 74, 75)

Las caspasas efectoras son activadas por las caspasas iniciadoras mediante un
mecanismo que implica el procesamiento y la eliminacién de la secuencia de unién en
el residuo de aspartato 297. Existen evidencias de que la caspasa 8 puede activar a
las caspasas 3, 4, 7 y 9 in vitro (46, 76, 77); la caspasa 10 puede activar las
procaspasas 3, 7, y 8 in vitro ( 78); y la caspasa 9 puede activar a la caspasa 3, que
tiene capacidad de activar in vitro a las caspasas 2, 6, 8 y 10 (79).

La regulacion transcripcional de la expresion de los genes de las procaspasas puede
tener importancia en la regulacion de la apoptosis bajo ciertas circunstancias (23, 80).
Asi, el interferon-y incrementa la expresion de caspasas y la susceptibilidad a la
apoptosis en células humanas de leucemia U937 (81). Por ofra parte, las células que
carecen del factor regulador de interferon 1 (IRF-1) y del factor fransductor de sefiales
y activador de la franscripcion -1 (STAT-1) tienen bajas concentraciones de ARNm de
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las caspasas 1, 2'y 3 y una pobre respuesta apoptotica a ciertas sefiales (82, 83). En
la actualidad se conoce poco sobre la manera en que estos factores de franscripcion
regulan la expresion génica de las caspasas.

La actividad de las caspasas puede ser reguladas por modificaciones
postraduccionales. Diversos estudios realizados in vitro han mostrado que el éxido
nitrico (NO) inhibe directamente a las caspasas mediante la S-nitrosilacion de un
residuo de cisteina del sitio activo (84, 85). Recientemente se ha encontrado que el
NO inhibe a las caspasas por S-nitrosilacién in vivo (86). Por otro lado, y a pesar de
que varios estudios han sugererido que el proceso de apoptosis puede estar regulado
por proteinas quinasas y por fosfatasas (87, 88), la evidencia experimental que apoya
la regulacion de las caspasas por fosforilacion es todavia circunstancial. En este
sentido, se ha descrito que la proteina RIP, que participa en el reclutamiento de la
caspasa 2 por el complejo TNFR1, es una serina/treonina quinasa que puede unirse a
la procaspasa 1 in vitro, promoviendo su activacion (56), aunque no hay evidencia
directa de que RIP pueda actuar fosforilando la procaspasa 1(89). En células de
leucemia humana marcadas con [P2PJPOs se ha encontrado que el estimulo
apoptotico promueve la incorporacion del marcaje radiactivo a varias caspasas que
como consecuencia tenian una movilidad electroforética alterada. La desfosforilacion
estuvo asociada con el incremento de capacidad de degradar PARP (88). Otro estudio
muestra que la Akt quinasa puede fosforilar la caspasa 9 inhibiendo su actividad (90).
Por dlimo, la activacion de las caspasas esta regulada por inhibidores. Asi, la
activacion de las procaspasas, secundaria a su interaccion con receptores de muerte
activados, esta regulada por polipéptidos llamados FLIP ( FADD-like ICE inhibitory
protein)(91, 92) que se han encontrado en diversos virus (vFLIP) y tienen un homélogo
en humanos (cFLIP), que es denominado tambien por los acrénimos CLARP, Flame-1,
CASH, casper, MRIT, y I-FLICE (92). FLIP contiene dos secuencias DED que pueden
unirse a los prodominios de las caspasas 8 y 10, impidiendo su reclutamiento por los
receptores de muerte (92, 93). Recientemente se ha descrito que la interaccion
TRADD-TRAF-1 y TRADD-TRAF2 es un mecanismo novedoso de inhibicion de la
sefial de muerte inducida por la activacion de TNFR-1 debido a que TRAF-1y TRAF-2
interaccionan con las proteinas inhibidoras de apoptosis (clAPs), produciendo la
inhibicion directa de la activacion de las procaspasas 8 y 10 (94, 95). Los virus siguen
una estrategia similar para inhibir la activacion de las procaspasas, asi la proteina E8
del virus del herpes equino tipo Il, o las proteinas MC159 y MC160 del virus
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molluscum contagiosum, contienen secuencias DED homologas a las de las caspasas
8 y 10 e inhiben el reclutamiento de las procaspasas por DISC (96, 97). Otras
proteinas virales como la CrmA virus de la vacuna y la p35 del baculovirus pueden
unirse e inhibir a las caspasas 1y 8 activas (98, 99,100,101). Las proteinas inhibidoras
de apoptosis (IAP) son una familia de inhibidores de caspasas que se han identificado
en base a la homologia de las IAPs de baculovirus (102). Diferentes IAPs contienen de
uno a fres dominios N-terminal llamados BIR (baculovirus IAP repeat) que permiten la
oligomerizacion de las IAPs necesaria para que ejerzan su papel antiapoptético (103).
Estas proteinas contienen ademas dominios estructurales que han sido descritos en
otras moléculas tales como RING y CARD. Al parecer la inhibicion de la apoptosis por
las IAPs es debida a una interaccion directa con las caspasas. Tres IAPs de humanos
-XIAP, clAP1 y clAP2- pueden unirse especificamente e inhibir las caspasas 3y 7 in
vitro (104). Aunque permanece por determinar cuél es el papel fisiologico de las IAPs,
éstas actuan inhibiendo las caspasas activas y evitando el procesamiento y activacion
de las procaspasas (2). Se ha demostrado que las IAPs también pueden bloquear la
apoptosis mediada por Apaf-1, al parecer mediante interaccion con la caspasa 9 (105).
La activacion de la procaspasa 9 por el Apaf-1, el citocromo ¢ y el dATP esta regulada
por miembros de la familia antiapoptotica de Bcl-2. Las proteinas Bcl-2 y Bel-X., que
estan localizadas predominantemente en la parte externa de la membrana
mitocondrial (106, 107) pueden inhibir la liberacion de citocromo ¢ (63, 108) porque
Bcl-2 y Bel-X. pueden formar heterodimeros con los otros miembros proapoptéticos de
la familia Bcl-2 ( Bax, Bid o Bik) y servir como trampa para impedir la estimulacion de
la liberacion de citocromo ¢ (109, 110). Ademas, se ha mostrado que Bcl-X. inhibe la
formacion del apoptosoma (111), aunque estos resultados han sido recientemente
cuestionados (112). Se ha decrito que las proteinas mitocondriales Smac/DIABLO,
que salen de la mitocondria junto con el citocromo ¢, promueven la activaciéon de
caspasas por el apoptosoma. La porcién N-terminal de la Smac es imprescindible para
que se una al motivo BIR de la IAP y asi neutralizar su actividad inhibitoria (113, 114).

2.3. Proteinas de la familia de Bcl-2.

La familia de proteinas de Bcl-2 estda formada por miembros antiapoptéticos y
proapoptéticos que controlan la vida o la muerte de la célula (115, 116). Los miembros
de esta familia de proteinas estan estrechamente emparentados ya que presentan
homologia en uno o0 mas de sus cuatro regiones denominadas dominios BH (Bcl-2
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homology), BH1, BH2, BH3 y BH4 (Figura 5). Los dominios BH confieren diferentes
caracteristicas funcionales a la proteina en el control de la muerte o supervivencia de la
célula. Mediante estudios de mutagénesis se ha encontrado que el dominio BH3 es
critico para la induccion de la apoptosis, esta altamente conservado en las proteinas
proapoptoticas y también es critico para la dimerizacion con las proteinas
antiapoptoticas, aunque para esta funcion también son necesarios los dominios BH1 y
BH2 (117). El dominio BH4, ubicado en la region N-terminal de la proteina, esta presente
en los miembros antiapoptéticos, con la excepcion de los miembros proapoptoticas DIVA
y Bcl-XS. Este dominio no es necesario para la dimerizacion, pero se piensa que esta
involucrado en las interacciones proteina-proteina con ofras proteinas reguladoras que
no son de la familia Bcl-2, como por ejemplo las proteinas quinasas (118, 119). La
pérdida del dominio BH4 anula la funcion antiapoptotica (120) y hasta confiere
propiedades proapoptéticas a la proteina (121). El dominio transmembrana (TM) confiere
a las proteinas de la familia de Bcl-2 la propiedad de integrarse en membranas
intracelulares. La pérdida del dominio TM no influye en la funcion de estas proteinas
(revisado en 122). Son ejemplos de proteinas sin TM, las proteinas antiapoptoticas Bcl-
XLATM y A1 (Bfi-1), y las proteinas proapoptéticas Bad, Bid y Egl-1, todas ellas estan

localizadas en el citoplasma en condiciones normales.

2.3.1. Clasificacion de las Proteinas de la familia de Bcl-2.

Hasta ahora se han aislado alrededor de 20 proteinas relacionadas con Bcl-2 (122,

123), que han sido agrupadas en dos categorias (Figura 6):

1. Miembros antiapoptéticos tales como Bcl-2, Bel-X., Bel-w, Mcl-1 y A1 (Bfi-1).
Todas estas proteinas comparten homologia en los cuatro dominios BH, aunque
algunos miembros no tengan un dominio BH4 aparente. En este grupo también
se incluyen también la proteina Boo que no presenta dominio BH3 (124) y la
proteina Ced-9 de C. elegans.

2. Miembros proapoptéticos, que se pueden agrupar en:

a. Los que presentan homologia en mas de un dominio BH, tales como Bax,
Bak, Mtd (Bok), Diva. Todas estas proteinas ejercen un efecto proapoptético
y comparten homologia en los dominios BH1, BH2 y BH3, pero no en el
dominio BH4.
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b. Los miembros que sbélo presentan dominio BH3. Son proteinas
proapoptoticas e incluyen a Bad, Bid, Bik, Bim, Hrk (DP5), Blk, Bnip3, Bnip3L
y Egl-1. Estas proteinas s6lo comparten homologia en el dominio BH3.

Dominio de dimerizacién ANTIAPOPTOTICAS
Formacién de
Regulacién canales Dominlo

@2 a3 od ob o6 a7 fransmembrana

Bel2, Bek
MeH, m’é:
Cadd

AMBH,
BekX ATM

PROAPOPTOTICAS
i
i

DA

Figura 6. La familia de Bcl-2. Los dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 son secuencias conservadas. a.1-ci7 indican las
a-hélices identificadas en Bcl-Xt; un nicleo de dos hélices hidrofobicas a5-at6 esta rodeada por cinco hélices
anfipaticas. La regién enfre a1 y o2 es llamada lazo (loop) de Bcl-2 que en muchas condiciones tiene un papel
regulador. Algunos de los miembros de la familia no contienen dominio transmembrana, Bcl-Xs es el resultado del
corte y empaime alternativo del RNA mensajero de Bcl-X .

2.3.2. Mecanismos de accion de las Proteinas de la familia de Bcl-2.

Se han descrito fres mecanismos generales de accion para esta familia de proteinas.
(a) Dimerizacion con ofras proteinas de la misma familia; (b) union a proteinas no
homélogas; (c) formacién de poros o canales idnicos.

a. Dimerizacion de proteinas de la familia Bcl-2. Los miembros antiapoptéticos
(como Bcl-2) pueden formar heterodimeros con los miembros proapoptoticos
(como Bax). La dimerizacion esta mediada por la insercion del dominio BH3 de
una proteina proapoptética dentro de una hendidura hidrofébica configurada por
los dominios BH1, BH2 y BH3 de las proteinas antiapoptoticas (125, 126). En los
Ulimos afios se han realizado numerosos estudios que han permitido determinar
que Bcl-2 es capaz de prolongar la supervivencia de las células en ausencia de
Bax, y que Bax promueve la muerte de las células cuando Bcl-2 no esta presente
(127, 128, 129, 130, 131, 132). El concepto de que Bcl-2 y Bax pueden ser
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capaces de funcionar independientemente y con funciones antagénicas, hace que
la dimerizacién entre los miembros de la familia de Bcl-2 sea un importante
mecanismo en el control de sus respectivas actividades biologicas. Los miembros
que solo presentan BH3 operan como inhibidores fransdominantes de las
proteinas antiapoptéticas contando exclusivamente con el mecanismo de
dimerizacion para esta actividad. Una situacion analoga ocurre en C. elegans, en
donde la proteina Ced-9 se inhibe fras su interaccion con la proteina Egl-1. Las
propiedades y caracteristicas funcionales de la dimerizacion del grupo de
proteinas que sélo tienen BH3 contrastan con las ofras proteinas proapoptéticas
tales como Bax, Bak, y Bok que comparten un alto grado de homologia con Bcl-2.
Los estudios moleculares sugieren que proteinas tales como Bax probablemente
asumen la misma configuracion general que Bcl-X. (133). Al contrario de lo que
sucede con las proteinas que soélo tienen BH3, Bax y Bak pueden formar
homodimeros entre si, ademas de la dimerizacion con Bcl-2 y Bel-X. o Mcl-1. La
dimerizacién entre Bax y las proteinas antiapoptéticas suprime esta funcion.

Los miembros de la familia que tienen TM pueden integrarse en la membrana
mitocondrial externa, en el reticulo endoplasmatico y en la envoltura nuclear. Dos
miembros de las proteinas que sdlo tienen BH3 ( Bad y Bid) no presentan TM. La
localizacion de estas proteinas en las células esta dinamicamente controlada por
la asociacién/disociacion con otras proteinas de la familia Bel-2, resultando en una
translocacion regulada entre el citoplasma y la superficie de los organulos. Por
ejemplo, Bad dimeriza con Bcl-X. y en algunos casos con Bcl-2; el dimero
transloca a la membrana mitocondrial externa y promueve la apoptosis (134). La
fosforilacion de Bad por proteinas quinasas como Akt/Pkb, Raf-1 y PKA impide la
dimerizacién y por lo tanto la apoptosis (135 136, 137, 138), y facilita la
asociacion entre Bad y la proteina 14-3-3 (139, 140). Bid también transloca a las
membranas cuando las células se exponen a estimulos proapoptéticos. Tras una
sefial apoptotica, la proteina Bid es hidrolizada por la caspasa 8 (141) y por el
complejo proteosoma dependiente de ubiquitina (142), dando lugar a t-Bid
(truncated Bid). Esta proteina forma dimeros con Bax o con Bcl-2/Bcl-X. y es
critica para la funcion proapoptotica, de manera que Bid puede funcionar como
activador de Bax o como inhibidor de Bcl-2/Bcl-X. (141). Las consecuencias de
esta asociacién son comentadas en detalle en el apartado de control mitocondrial
de la apoptosis.
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b. Unién a ofras proteinas que no pertenecen a la familia de Bcl-2 . Se ha descrito
que tanto Bcl-2 como Bcl-X. pueden interactuar con un grupo heterogéneo de

proteinas, entre las que se incluyen Apaf-1, FLIP, Raf-1, la calcineurina, la
chaperona reguladora de Hsp70 BAG-1, la 53BP-2 proteina de union a la p53, la
proteina prion celular (PrP), la SMN de la distrofia miotonica y la proteina
tanslocadora de nucledtidos de adenina (ANT). La interaccion con estas proteinas
es mediante sus dominios BH4. Algunas de estas interacciones tienen
repercusiones funcionales establecidas, como su papel en la activacién de los
factores de franscripcion NF-AT y P53 (119,143), en la regulacién de las
actividades antiapoptéticas de BAG-1 y de Raf-1(144,145) y en la regulacion de la
actividad proapoptotica de ANT.

c. Formacion de poros o canales ibnicos. La estructura tridimensional de la Bel-X.
(146) y Bid (147, 148) muestra que hay similitudes estructurales entre estas
proteinas y los dominios formadores de canales de las toxinas bacterianas
colicinas y toxina diftérica. Debido a esta similitud estructural las proteinas Bcl-2,
Bcl-X. y Bax pueden formar canales ionicos en membranas lipidicas sintéticas
(109, 110, 149, 150). Se ha propuesto que los canales formados por Bcl-2 y Bel-
X. son pequefios, generalmente adoptan una configuracion cerrada y tienen
preferencia por cationes. Bax por el contrario forma canales grandes que adoptan
configuracion abierta y tienen preferencia por aniones (133). La actividad
formadora de canales de estas proteinas no ha sido demostrada in vivo, aunque
si esta claro que estas proteinas se asocian a membranas intracelulares, en
particular a la membrana mitocondrial externa. En general, la funcién mas
importante hasta ahora conocida para las proteinas de la familia de Bcl-2 es el
control de la salida de factores apoptogénicos de la mitocondria, tema que sera
tratado con mayor amplitud en el apartado 2.4.2.

2.3.3. Control de la accién de las proteinas de la familia de Bcl-2 por
modificaciones postraduccionales.

Los estimulos extracelulares pueden afectar la actividad de las proteinas de la familia
de Bcl-2, promoviendo en ellas cambios postraduccionales tales como fosforilaciones
y oxidaciones. Se ha observado que la fosforilacion de Bcl-2 puede controlar su accion
anti o proapoptotica. Asi, agentes inhibidores de Ia polimerizacién de microtubulos que
inducen la apoptosis, provocan un incremento de la fosforilacion de Bcl-2 que esta
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asociado con un incremento de la actividad quinasa de c-Raf-1, JUN-1 y CDC-2 (151-
156). La delecion o las mutaciones puntuales en el residuo de serina 70 de la region
del lazo que conecta los dominios BH3 y BH4 cancela los efectos de los inhibidores e
incrementa la actividad antiapoptética de Bcl-2 (157).

Tanto la IL-3 como la eritropoyetina y la briostatina estimulan la activacion y la
tranlocacion de la PKCo. a la mitocondria. Esta accion esta correlacionada con el
incremento de la fosforilacion de Bcl-2 y de su actividad antiapoptotica (158, 159). La
sustitucion del residuo serina 70 por alanina produce una disminucion de la
fosforilacion de Bcl-2 y de su actividad antiapoptética. Por el contrario, si la mutacion
es del residuo serina 70 por acido glutamico, se incrementa la fosforilacion y la
actividad antiapoptética (160). El factor de crecimiento neuronal (NGF) estimula la
fosforilacion de Bcl-2 y su actividad antiapoptética. En este caso, la fosforilacion de
Bcl-2 es dependiente del sistema de la MAP quinasa (161).

La apoptosis inducida por ciertos estimulos esta asociada con un marcado descenso
en la concentracion de Bcl-2 in vivo (162-164). Se ha descrito recientemente que
durante la apoptosis inducida por el TNFo se produce la desfosforilacion de Bel-2 y su
degradacion por un mecanismo dependiente de ubiquitina que se acompafia de una
disminucion de la actividad de MAP quinasa (165). En experimentos in vitro e in vivo
se ha observado que la MAP quinasa fosforila a Bcl-2 predominantemente en los
residuos serina 87 y treonina 74 y le confiere resistencia a la degradacion proteolitica y
cancela la apoptosis inducida por el TNFo (166).

La fosforilacion de la proteina proapoptética Bad ha sido ampliamente estudiada.
Sefiales extracelulares de supervivencia como la IL-3, el NGF y el factor de
crecimiento similar a la insulina 1 promueven la fosforilacion de Bad a través de la via
dependiente de Pi3-quinasa/Akt (136). La consecuencia de la fosforilacion de Bad en
los residuos de serina 112 y 136 es la inhibicion de su unién con Bcl-X. y su secuestro
por la proteina 14-3-3 (139, 140). La fosforilacion de Bad en la serina 136 es
dependiente de Akt, mientras que la fosforilacion en la serina 112 parece estar
mediada por quinasas como la PKA asociada a la mitocondria (138) y la MAPKAP-K1
también llamada RSK (167, 168). Recientemente se ha descrito que la PAK-1 (p21-
Activated Kinase 1) activada por la IL-3 fosforila a Bad tanto en los residuos de serina
112y 136 y protege a las células de la apoptosis inducida por la retirada de IL-3 (169).
También se ha sugerido un tercer sitio de fosforilacion de Bad en la serina 155
inducida por sefiales de supervivencia y mediada por la PKA. La fosforilacion de este
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residuo requiere la fosforilacion previa de la serina 136 y el reclutamiento de Bad por
la proteina 14-3-3, siendo esta fosforilacion la responsable de la ruptura de la
interaccion Bad-Bcl-2/Bel-X.. Estos resultados indican ademas que la proteina 14-3-3
es un cofactor que regula la fosforilacion secuencial de Bad (140, 168). En la
apoptosis inducida por el Ca*, la activacion de la fosfatasa dependiente de calcio, la
calcineurina, produce la desfosforilacion de Bad e incrementa la formacion de dimeros
con Bel-X. (170, 171).

2.4. Control mitocondrial de la apoptosis

El concepto de que la mitocondria desempefia un papel fundamental en la coordinacion

de las acciones ejecutoras en la apoptosis deriva de los estudios realizados por
Newmeyer y col. (172) que muestran que la mitocondria era necesaria para que los
extractos citoplasmaticos indujeran cambios morfologicos tipicos de apoptosis en
nicleos aislados de huevos de Xenopus. Posteriormente, el fraccionamiento y la
purificacion de los extractos citoplasmaticos mostraron que el citocromo ¢, el dATP y la
proteina Apaf-1 eran necesarias para activar las caspasas. Ademas de la liberacion del
citocromo ¢, ofras proteinas normalmente confinadas en el espacio intermembrana de la
mitocondria, tales como el AlF (apoptosis-inducing factor) y la proteina Smac/DIABLO,
se liberan al citoplasma durante la apoptosis. El AIF controla la apoptosis nuclear
(revisado en 173) y la Smac regula la inactivacion de las 1APs (113). La liberacion de
proteinas mitocondriales esta controlada por los miembros de la familia Bel-2, aunque
todavia los mecanismos de este control no han sido completamente dilucidados.

2.4.1. Lamitocondria normal y la mitocondria durante la apoptosis

Las mitocondrias son organulos que presentan dos compartimientos definidos: la
matriz que esta delimitada por la membrana mitocondrial interna (MI) y el espacio
intermembrana que esta delimitado por la membrana mitocondrial externa (ME). La MI
esta plegada formando numerosas crestas que incrementan su area de superficie. En
las crestas mitocondriales se encuentran las proteinas de la cadena transportadora de
electrones, la ATP sintasa y la ANT. En condiciones fisiologicas normales la Ml es casi
impermeable, después de que la cadena respiratoria ha formado un gradiente
electroquimico (AW). El A¥ se produce como consecuencia de que la cadena
transportadora de electrones bombea protones hacia el espacio intermembrana,
accion que es indispensable para que la ATP sintasa fosforile el ADP en ATP. El ATP
generado en la matriz es luego exportado en un sistema de intercambio por ADP
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realizada por la ANT. La proteina méas abundante de la ME es la VDAC (voltage-
dependent anion channel), que en condiciones normales es permeable a solutos
mayores de 5.000 Da. La matriz mitocondrial contiene un grupo moléculas pequefias
altamente seleccionadas, en cambio el espacio intermembrana es quimicamente
equivalente al citoplasma con respecto a los solutos de bajo peso molecular. Sélo 13
subunidades de la cadena respiratoria son codificadas por el genoma mitocondrial que
reside en la matriz, todas las demas proteinas mitocondriales (alrededor del 99 %) son
codificadas por el genoma nuclear, traducidas en los ribosomas del citoplasma y
selectivamente importadas a los compartimientos mitocondriales.

La permeabilizacion de la ME durante la apoptosis produce la liberacion de proteinas
que normalmente estan confinadas en el espacio intermembrana. La permeabilizacion
de la ME puede ser estudiada con microscopia confocal o por el seguimiento de
proteinas intermembranas quiméricas con proteina fluorescente verde (GFP). En
algunos modelos de apoptosis, la microscopia electronica muestra roturas de la ME
con salida localizada de la MI (174, 175). La permeabilizacion de la Ml es menos
intensa que la de ME, incrementa su permeabilidad a los solutos de hasta 1,500 Da'y
se manifiesta como una disipacion del gradiente de protones responsable del potencial
de membrana (A), una salida de pequeiias moléculas como el calcio y el glutation, o
una afluencia de agua y sacarosa, que inicia el hinchamiento de la matriz. La
permeabilizacion de la Ml se puede estudiar midiendo la concentracion de calcio (176)
o determinando la reducciéon en el A¥m, utilizando cationes lipofilicos fluorescentes
como el DIOC6(3) (ioduro de 3,3’ dihexyloxacarbocyanina) que se acumuian en la
matriz mitocondrial dependiendo del A¥m. La reduccion en la intensidad de

fluorescencia se interpreta como la disipacion del A¥m (176).

24.2. Control de la liberacién de factores apoptogénicos de la mitocondria por
proteinas de la familia de Bcl-2

Cuando las células son expuestas a estimulos apoptéticos, se observa que la ME y/o
la Ml presenta signos de permeabilizacion seguido de la liberacion de citocromo c. El
principal mecanismo de regulacion de la apoptosis por las proteinas de la familia de
Bcl-2 es mediante el control de la liberacion de citocromo c.

La sobreexpresion de Bcl-2 y Bel-X. en células expuestas a estimulos apoptéticos
impide la liberacion de citocromo ¢, la activacion de caspasas y la muerte celular (62,
63, 174). Los experimentos realizados en sistemas acelulares indican que la Bcl-2
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exogena se asocia con la membrana mitocondrial para prevenir la liberacion de
citocromo ¢ (63). Contrariamente a Bcl-2, la adicibn de Bax a mitocondrias aisladas 0
su expresion ectopica en ausencia de estimulos apoptoticos da lugar a la liberacion de
citocromo ¢ (177-181). Este efecto puede ser cancelado por la sobreexpresion de Bcl-
X, en células intactas o por la adicion de Bcl-X. recombinante en mitocondrias aisladas
(178, 182, 183). Los inhibidores de caspasas no afectan la liberacion de citocromo ¢
inducida por Bax, pero si bloquean la actividad de caspasas y refrasan la apoptosis
(177-179, 182). Estos datos indican que Bax puede inducir directamente la liberacion
de citocromo ¢ y que las caspasas no participan en esta accion.

Aunque se considera que Bcl-2 estd generalmente unida a las membranas,
particularmente a la membrana mitocondrial, esto no sucede con ofras proteinas de la
familia, como es el caso de Bad, Bid y Bim que estan localizadas en el citoplasma y se
translocan a la mitocondria durante la apoptosis. Estas proteinas tienen un papel
importante en la transduccion de sefiales del citoplasma a la mitocondria, donde
pueden formar heterodimeros y regular la actividad de los otros miembros de la familia
que controlan la liberacién de citocromo ¢ (Figura 7). La translocacion de estas
proteinas se produce por modificaciones postraduccionales especificas tales como la
desfosforilacion de Bad (171) o la proteolisis de Bid por la caspasa 8 (141). En
condiciones basales, la localizacion de Bax es predominantemente citoplasmatica,
aunque en algunos casos se encuentra en la periferia de la mitocondria. Despues de
una sefial apoptotica, Bax sufre una serie de cambios que culminan con su activacion.
En primer lugar, Bax se transloca del citosol a la mitocondria (184-186) a no ser que
ya esté previamente unida a la membrana (179, 187). A continuacion, Bax sufre un
cambio conformacional que hace que el extremo N-terminal deje libre al extremo C-
terminal (187), lo que conlleva a una aparente oligomerizacion (186, 188), que en
algunos casos ademas puede ser inducida por Bid (188). Finalmente, Bax se inserta
en la membrana mitocondrial externa a manera de proteina integral de membrana
(188, 189), promoviendo a continuacion la liberacion de citocromo ¢ mediante la
formacion de canales (Figura 7).
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Ligando ds Fas Receptores de muerts indepandientss Factores de supervivenc
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Figura 7. Control de la liberacion de proteinas apoptogénicas por profeinas “solo BH3" de la familia de Bcl-2, Bid y
Bad. Estas proteinas son reclutadas por vias de sefializacion especificas. La sefializacion iniciada por Fasl,
promueve la activacion de la caspasa 8, la que hidroliza a Bid, luego el fragmento C-terminal ({-Bid) se transloca a
la mitocondria, donde activa a Bax o proteinas similares a Bax, dando lugar a la liberacién de citocromo c. Los
receptores de muerte independientes de estimulos y la retirada de los factores de supervivencia pueden inducir
apoptosis a través de la franslocacion de Bax o Bad a la mitocondria. En células sanas, Bad puede ser fosforilada
en respuesta a factores de supervivencia por diversas quinasas en dos residuos de serina que facilita su
reclutamiento por la proteina 14-3-3. Durante Ia apoptosis, Bad es desfosforilada por la calcineurina o por la
proteina fosfatasa 1o (PP1ct) y se transloca a la mitocondria, donde se une a Bcl-X., desplazando a Bax de los
dimeros Bcl-XuBax, inhibiendo la actividad represora de Bcl-X.. Los dimeros Bad/Bel-X. tienen actividad
proapoptotica debido a la capacidad fransdominante de Bad.

Los cambios inducidos por Bax pueden ser contrarrestados por Bcl-2 y Bel-X. (186,
187) y pueden ser reproducidos por t-Bid (187, 188). La accién de Bcl-2/Bel-X. y Bid
sobre Bax es a través de la interaccion directa de los dominios BH3 dando lugar a la
formacion de heterodimeros (117).

Ademas las proteinas de la familia de Bcl-2 pueden actuar independientemente de la
mitocondria. Las mutantes de Bcl-2 que no pueden unirse a la mitocondria (Bcl-2
ATM) retienen significativamente su capacidad de suprimir fa apoptosis. De igual
manera la apoptosis inducida por la microinyeccién de citocromo ¢ es reducida por la
sobreexpresién de Bel-2 (190, 191).

Utilizando una proteina quimérica de citocromo ¢ con proteina verde fluorescente se
ha mostrado recientemente que durante la apoptosis inducida por una serie de
estimulos todo el citocromo ¢-GFP fue liberado en un espacio de tiempo de 5 minutos
de manera invariable e independiente de la temperatura (192).

A partir de estos datos se puede deducir que en la actualidad existe gran controversia
acerca de los mecanismos por los que el citocromo ¢ sale de la mitocondria durante la
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apoptosis, lo que da lugar a que se hayan propuesto diversos modelos para
explicarlos (Figura 8). Los modelos propuestos pueden ser agrupados en: a) Los
modelos que predicen que la membrana mitocondrial externa se rompe como
resultado del hinchamiento de la matriz mitocondrial, y b) Los modelos que predicen la
formacion de canales sin dafio de la membrana mitocondrial externa.

B VOAC
Chausura de @ MNT
... ¥YDAC. .. . Bax
» Tyt

% (o)

Paro Lipidice o Complejo
Lipido-proteina

Figura 8. Modelos de la liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol durante la apoptosis. (a,b) La
ruptura de la membrana externa debida al hinchamiento de la matriz mitocondrial provoca la liberacién proteinas
del espacio intermembrana. (a).Modelo de la clausura del VDAC: defectos en el intercambio de ATP/ADP, produce
la hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial interna, dando lugar al hinchamiento de la mitocondria y la ruptura
de la membrana externa. (b) La formacion del PT induce el hinchamiento de la mafriz mitocondrial y la ruptura de la
membrana externa. Bax puede inducir la apertura del PT mediante la union con la ANT en los sitios de contacto
entre la membrana interna con la membrana externa. (c-e) Modelos propuestos por la teoria de formacion de
canales en la membrana mitocondrial externa. (c) canales formados sélo por Bax. (d) canales formados por la
asociacion Bax/VDAC. (e) la insercién de Bax altera la membrana mitocondria externa dando lugar a la formacion
de canales de lipidos o complejos lipidos proteinas.

Canal ds Bax Canal ds BaxAVDAC

1. Lateoria de la ruptura de la membrana externa.
Esta teoria propone dos modelos (Figura 8a y 8b), el primero relacionado con la
apertura de un megacanal llamado el poro responsable de su permeabilidad
transitoria (PT) debido a la hiperpolarizacion de la Mi que precede a la liberacion
del citocromo ¢ (193). El PT no esta bien caracterizado en términos moleculares,
pero se ha propuesto que une la ME con la Ml en sitios en que las dos se
yuxtaponen (194). El ANT de la membrana interna, el VDAC de la membrana
externa y la ciclofilina D de la matriz forman la unidad basica del PT (Figura 9). La
apertura del PT puede ser iniciada por diversos efectores fisioldgicos tales como
el calcio, bajas concentraciones de nuclettidos de adenina, fosfatos inorganicos,
especies reactivas de oxigeno, productos de la peroxidacion de lipidos, el dxido
nitrico, cambios en el pH y posiblemente Bax (194, 195). La apertura del PT
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causa un incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna
que permite el paso de proteinas de aproximadamente 1.500 Da, a esta accion se
le conoce como “permeabilidad transitoria®, lo que produce una inmediata
disipacion del cambio de potencial de membrana (A'¥'m) y un equilibrio quimico
entre el citoplasma y la matriz mitocondrial (194), provocando un hinchamiento
progresivo de la matriz hasta producir la ruptura de la membrana externa.

El argumento que apoya esta teoria parte de la observacion de que el A¥Ym
disminuye cuando las células entran en apoptosis (196, 197). Consecuentemente
con ello, los inhibidores especificos del PT, el acido bongkreécico y la ciclosporina
A (CsA) pueden prevenir la apoptosis, mientras que agentes inductores del PT
como el atractilosido puede inducir el hinchamiento mitocondrial y la apoptosis
(194, 196).

Agua, solutos

Atractilésido,
Ca2+, Bax,
ROS
Acido Bongirédico  Ciclosporina A
ATP

MATRIZ
MITOCONDRIAL

Figura 9. La unidad béasica del poro responsable de la permeabilidad transitoria de la mitocondria (PT).
Cuando esta en configuracion abierta el agua y los solutos entran en la matriz causando su hinchamiento y la
posterior ruptura de la membrana mitocondrial externa. ANT, translocador de nucledtidos de adenina; BPR,
receptor periférico de benzodiazepina; CK, creatinina quinasa; HK, hexoquinasa; VDAC, canal aniénico
dependiente de voltaje; CyPD, ciclofilina D. Inductores: Afractilésido, Ca?*, Bax, especies reactivas de
oxigeno (ROS). Inhibidores: Ciclosporina A, Acido bongkrécico, ATP. Los inductores e inhibidores se
representan de acuerdo al sitio donde actuan.

Las proteinas de la familia de Bcl-2 también pueden regular la apertura del PT, en
algunos sistemas celulares y en mitocondrias aisladas. Se ha observado que Bcl-
2 puede prevenir la despolarizacion de la membrana mitocondrial mediada por el
PT (198), mientras que Bax puede provocar la pérdida del A¥m, hinchamiento de
la matriz y liberacion de citocromo c, acciones que son inhibidas por la CsA (180,
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181, 183, 195). Se ha sugerido que Bax puede iniciar la apertura del PT a través
de la unién con la ANT (195).

El segundo modelo propone que los estimulos apoptoticos producen defectos en
el intercambio de ADP/ATP, lo que a su vez induce el incremento del A¥m de la
MI, que transfiere cargas a la ME, produciendo el cierre del canal de VDAC (174);
esta accion inicia la hiperpolarizacion de la ME seguida del hinchamiento de la
matriz mitocondrial y la ruptura de la ME. Estas acciones pueden ser confroladas
por Bcl-2 que actia como iondforo facilitando que el potencial eléctrico
transmembrana se disipe a través de la ME (174, 199).

La teoria de la formacion de canales conductores de citocromo c.

Segun esta teoria la liberacién de proteinas desde el espacio intermembrana
hacia el citoplasma se realiza a través de canales formados por proteinas solubles
en la ME. Se han propuesto tres modelos. El primer modelo se basa en la
capacidad que tienen las proteinas de la familia de Bcl-2 para formar canales. La
proteina Bax o proteinas relacionadas a Bax son los candidatos por excelencia
para formar canales que permitan la liberacion de proteinas del espacio
intermembrana. Se ha observado que los oliggmeros de Bax pueden formar
canales grandes en las bicapas lipidicas (109, 110). Ademas la adicion de Bax
directamente a mitocondrias aisladas inicia la liberacién de citocromo ¢ a través
de un mecanismo insensible a la inhibicion del PT (179) y no involucra el
hinchamiento mitocondrial (178) (Figura 8c). También se ha observado que los
canales formados por Bax pueden ser prevenidos por Bcl-2 (109).

Un segundo modelo propone que Bax y t-Bid, pero no Bcl-X,, pueden alterar la
estabilidad de la ME por disminucion de la tension de la bicapa lipidica (200), la
que puede promover la formacién de poros lipidicos o complejos lipidos-proteinas
grandes que facilitan la difusion de proteinas al citoplasma (Figura 8e).

El tercer modelo propone la colaboracion entre Bax y VDAC para formar un canal
grande que permita la conduccién de citocromo ¢ (201)(Figura 8d). Cuando VDAC
es reconstituido en liposomas Bax y Bak promueven la apertura del canal,
mientras que Bcl-X. facilita su cierre (201)

En resumen, la teoria de la formacion de canales ofrece la ventaja de que la
funcionalidad de las mitocondrias se mantenga durante el tiempo necesario para
la activacion de caspasas, ya que se necesita ATP para esta etapa.
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2.5. EI Oxido Nitrico y el control de la Apoptosis.

El éxido nitrico (NO) es un radical libre gaseoso pequefio relativamente estable que
difunde facilmente a través de las membranas celulares y puede reaccionar directamente
con diversos blancos moleculares. Los efectos que resulten de esta reaccion
dependeran de factores como el tipo celular, la concentracion de NO, el tiempo de
exposicion y la composicion del entorno (tanto extra como infracelular). En lo que se
refiere a la accion del NO sobre la apoptosis, se ha encontrado que altas
concentraciones de NO la inducen y bajas concentraciones la previenen. A lo largo de
este apartado vamos a revisar ambos efectos.

2.5.1. Formacion de Oxido Nitrico.

El NO se produce en una reaccion que involucra la oxidacion de cinco electrones del
nitrogeno guanidinio terminal de la L-arginina para formar cantidades estequiométricas
de NO y citrulina, que esta catalizada por las isoenzimas de la NO-sintasa (NOS)
(202). La reaccién necesita como co-sustratos, oxigeno y NADPH y numerosos
cofactores redox, tales como la unién de la enzima a grupos hemo, tioles reducidos,
FAD, FMN Yy tetrahidroxibiopterina. Actualmente se conocen tres isoformas de NOS.
La NOS neuronal (también conocida como ncNOS o NOS1) se expresa en células
neuronales; la NOS endotelial (ecNOS o NOS3), que se expresa en células
endoteliales. Ambas isoformas son constitutivas y se sintetizan como monoémeros que
dimerizan y ganan actividad en presencia de altas concentraciones de calcio y por
interaccion con la calmodulina (203). La NOS inducible (iNOS, macNOS o NOS2) es
una isoforma inducible que esta ausente en las células en condiciones normales, es
fuertemente inducida por las citoquinas y otros estimulos inmunolégicos y esta sujeta
a regulacion a nivel transcripcional y postranscripcional por diversos moléculas y vias
de transduccion de sedales: Jak 1/Statla/IRF-1; IxpB/NF-xp; MAPK (mitogen-
activated protein kinase), proteina quinasa C (PKC), PI-3K (phosphatidylinositol-3
kinase), proteina tirosina fosfatasa y proteina fosfatasas 1 y 2A (revisadas en 204,
205).

En general se puede decir que las pequeias cantidades de NO requeridas para el
normal funcionamiento del sistema vascular y del sistema nervioso son producidas por
las isoformas constituvas (NOS1 y NOS3), mientras que en condiciones patolbgicas,
como por ejemplo en inflamaciones, se producen cantidades elevadas de NO después
de la expresion de la isoforma inducible (NOS2). Las NOS pueden ser inhibidas por
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diversas sustancias farmacologicas, tales como el NG-monometil-L-arginina (NMMA),
que se utiliza habitualmente para confirmar si los efectos se deben al NO producido
endogénamente o a efectos colaterales provocados por el agente inductor (206). La
NOS2 es muy activa en macréfagos inmunologicamente activados con Interferon-y
(IFNy) y liposacaridos (LPS) (207), también en células RIN estimuladas con IL-
1B (208).

Para estudiar las acciones del NO sobre los sistemas de transduccion de sefiales en la
célula, se utilizan compuestos donadores de NO que presentan gran variabilidad en su
estructura quimica, estabilidad y actividad biolégica. De ahi que la utilizacién de uno u
ofro donador deba ser evaluado con extremo cuidado para minimizar los efectos
colaterales. Son ejemplos de donadores de NO: nitratos organicos, nitroprusiato de
sodio (SNP), 3-morpholinosydnonimine (SIN-1), S-nitrosotioles ( por ejemplo S-nitroso-
N-acetyl-D,L-penicillamina, SNAP, S-nitrosoglutation, GSNO) y los compuestos que
tienen un grupo funcional N(O)NO-, cominmente llamados NANOatos {por ejemplo
DEA/NO, DETA/NO, DPTA/NO, PAPA/NO, SPER/NO y SULFI/NO).

2.5.2. Senalizacion del Oxido Nitrico.

EI NO es una importante molécula de sefializacion que puede afectar a muchos tejidos
y regular diversas procesos fisiologicos, como la relajacién de musculo liso, la
activacion de plaquetas, la funcion neuronal o la apoptosis (209-214). Han sido
descritos diversos mecanismos por medio de los cuales el NO realiza estas funciones,
tales como la S-nitrosilacion de grupos tioles de las proteinas, la formacion de
especies reactivas de oxigeno como el peroxinitrito, la estimulacion de la ADP-
ribosilacion y la activacion de la guanilato ciclasa soluble (sGC) ( 84, 215-218). LasGC
cataliza la conversion de GTP a GMP ciclico (GMPc) que actia como segundo
mensajero mediante la activacion de las proteinas quinasas que son dependientes de
nucleétidos ciclicos (218). El incremento de GMPc produce la activacion de la proteina
quinasa dependiente de cAMP (PKA) y la proteina quinasa dependiente de GMPc
(PKG) y regula las vias de sefializacion en las que estan involucradas ambas enzimas.
Las acciones a través de la PKG son revisadas con detalle mas adelante.

Ademas se ha descrito que algunos efectos del NO, incluyendo la activacion de la
expresion de genes y la apoptosis pueden ser mediadas por la activacion de las MAPK
(219-225). Las MAP-quinasas incluyendo la ERK (extracelular signal-regulated
kinase), la JNK (c-Jun NHx-terminal kinase) y la p38 representan una familia de
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proteinas que son activadas por fosforilacion de quinasas anteriores en la via de
sefializacion; las quinasas anteriores son llamadas MEKs, que son activadas en
respuesta a factores de crecimiento, citoquinas o varias formas de estrés celular (226-
228). En células endoteliales se ha encontrado la activacion de ERK por el NO, a
través de la fosforilacion y activacion de cRaf por la PKG (229), aunque en otro tipo de
células se ha observado que la fosforilacion de cRaf por la PKG previene su
acoplamiento con Ras y de esta manera inhibe la activacion de ERK inducida por
factores de crecimiento (230). Asi, es probable que la activacion de las via de las ERK
por el NO sea usando una combinacion de ambas acciones.

A pesar de las diversas investigaciones realizadas hasta ahora, las acciones que
llevan a la activacion de JNK o p38 MAP-quinasa por el NO no estan muy claras (220,
221, 225, 231, 232). Se ha propuesto que la p38 MAPK puede ser activada por el
peroxinitrito a través del mecanismo de S-nitrosilacion de grupos tioles de las
proteinas (231). Recientemente se ha descrito que la activacion de la p38 MAPK por el
NO es dependiente de la activacion de la PKG (233).

Por otro lado, se ha descrito que bajas concentraciones de NO activan los canales de
K+ dependientes de Ca?* (234, 235) y la ATPasa Na/K* en musculo liso (236). Sin
embargo, altas concentraciones de NO inhiben la ATPasa Na*/K* neuronal (237), los
canales de K+ voltaje dependiente y de Ca? (238, 239) y la H* ATPasa de las
vesiculas sinapticas de cerebro (240).

El NO altera la configuracién de las estructuras denominadas dedos de zinc muy
frecuentes en las proteinas reguladoras que se unen al ADN. La liberacion de los
atomos de zinc de sus grupos tioles conduce a la pérdida de unién de estas proteinas
a sus secuencias de ADN o ARN (241). EI NO inhibe la unién de NF-xB por induccion
de IkBa (242, 243) y de AP-1 a sus respectivas secuencias especificas en el ADN
(244). EI NO también actia directamente a nivel del genoma, causando desaminacion
de las desoxirribonucledtidos (245), roturas de las hebras del ADN en regiones ricas
en CG, aumento de fransiciones CG/TA e inhibicion de enzimas de reparacion (246,
247).

2.5.3. Apoptosis inducida por el Oxido Nitrico.

Elevadas concentraciones de NO producido fras la induccion de la NOS2 o
concentraciones superiores a 100 uM de los diversos donadores de NO provocan
apoptosis en diversos sistemas celulares. El papel del NO en la apoptosis fue
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confirmado utilizando inhibidores de la NOS como el NMMA que cancela los efectos
de moléculas inductoras de la NOS2, cultivando las células en medio deficitario en L-
arginina o tras exposicion de las células a NO gaseoso (248). Los primeros datos que
confiman que el NO endogéno induce apoptosis corresponden a los estudios
realizados en fibroblastos de ratones L929 activados con citoquinas (249).
Posteriormente se publicaron numerosos trabajos confirmando la capacidad del NO
para producir apoptosis en diferentes sistemas celulares, tales como lineas celulares
de macroéfagos (250, 251), células beta o sus correspondientes lineas celulares tales
como RINmSF y HIT-15T(164, 252-256), timocitos (257, 258), condrocitos (259),
celulas mesangiales (260), neuronas (261, 262), mastocitos (263), células endoteliales
vasculares (264), células de musculo liso (265), varias células tumorales (266) y
muchas mas. Muchos de estos estudios no discriminan claramente entre apoptosis y
Necrosis.

La induccion de la NOS2 en células RINmSF por la IL-18 y la combinacion de
citoquinas, IL-1B, INFy y TNFa., producen alteraciones morfolégicas y bioquimicas
tipicas de la apoptosis (164, 252, 256) tales como la condensacion de la cromatina,
fragmentacion de ADN, activacion de caspasas, liberacion de citocromo ¢ mitocondrial,
degradacion de PARP y degradacion de Bcl-2 (164). Estas alteraciones fueron
prevenidas por el NMMA, confirmando de ese modo que la apoptosis es inducida por
la generacion de NO. Nosotros hemos mostrado que diversos donadores de NO, tales
como el SNP, SNAP, SIN-1 inducen la aparicion de las alteraciones tipicas de
apoptosis (164). Consistente con estos resultados la integridad de la membrana
plasmatica, medida mediante la liberacion de lactato deshidrogenasa al medio de
cultivo, no se corresponde con la muerte por necrosis (164).

Se ha mostrado que el gen supresor de tumores p53 es un elemento clave en la via
activada por el dafio al ADN (267), dependiendo de la magnitud de éste dafio, la p53
induce la detencion del crecimiento celular o la apoptosis. En células RINmSF se ha
establecido que la activacion de NOS2 causa un incremento en la concentracién de
P53 que precede a la fragmentacion de ADN. La inhibicion de NOS2 bloquea estos
efectos. Ademas, tanto en células RIN como en células RAW 264.7, la cantidad de
P53 se incrementa en presencia de donadores de NO (268). Las células RAW
transfectadas establemente con plasmidos que codifican para el RNA antisentido de
p53, muestran una menor respuesta al GSNO y una marcada reduccion de la
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fragmentacion de ADN (269). Estas observaciones sugieren que P53 participa en los
mecanismos de la induccién de apoptosis por el NO.

La primera evidencia de que las caspasas son activadas en la apoptosis inducida por
el NO se puso de manifiesto en los trabajos realizados sobre la degradacion PARP, un
conocido sustrato de caspasa 3 (270). Ofra evidencia fue que la apoptosis inducida
por NO es cancelada por los inhibidores de caspasas (271). Posteriormente mediante
técnicas de medicion de la actividad enzimatica con el uso de susfratos fluorogénicos
0 cromogénicos y la deteccion del procesamiento de las procaspasas por
inmunodeteccion, confirmé la activacion de las caspasas por el NO en diversos
sistemas celulares que incluyen, macréfagos, timocitos, células pancreaticas y
neuronas (164, 262, 272).

Otro efecto importante del NO que esta relacionado con la apoptosis, es la accion
directa que ejerce sobre la mitocondria. Esta establecido que la exposicion de
diferentes sistemas celulares y de mitocondrias aisladas a donadores de NO ( SNP,
SNAP, SIN-1, GSNO) produce cambios en la mitocondria, sensibles a la CsA, tales
como la apertura del PT, el hinchamiento de la mitocondria y la liberacion de citocromo
¢ (164, 273-275). Sin embargo, no se conocen con precision los mecanismos que dan
como resultado estos cambios. Las posibilidades son mltiples, como por ejemplo, el
efecto directo del NO sobre la activacion del PT, la formacion de peroxinitrito un
conocido activador del PT, la nitrosilacién de proteinas relacionados con el control del
PT. Se ha mostrado que el NO disminuye el potencial de fransmembrana, por la
inhibicion reversible de la respiracion mitocondrial, produciendo la modulacion
transitoria del PT (276); esta accion es coincidente con los mecanismos indicados
anteriormente de apertura del PT.

Recientemente, los hallazgos de que las mitocondrias producen NO a fravés de la
NOS mitocondrial (mtNOS), facilitan el estudio de esta situacion mediante
experimentos in vivo (277, 278). El incremento de calcio en la matriz mitocondrial esta
relacionado con el incremento de la sintesis de NO por la mtNOS, la induccién de la
liberacion de citocromo ¢, y por ende apoptosis. Estas acciones fueron contrarrestadas
con inhibidores de la NOS, con superoxido dismutasa y con secuestradores de
peroxinitrito, indicando que el peroxinitrito es un mediador de la accién del NO sobre la
mitocondria. (279). Otro aspecto de la accién del NO sobre la mitocondria es su accion
sobre las proteinas de la cadena respiratoria, ya que se ha descrito por un lado que
los inhibidores de la cadena respiratoria inducen apoptosis de manera independiente
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del PT y por otro lado se ha encontrado que el NO endégeno y exdgeno puede inhibir
la respiracion mitocondrial debido a que compite por el oxigeno con la citocromo ¢
oxidasa(280-282). Ademas, la exposicion durante un tiempo prolongado a altas dosis
de NO produce una continuada disminucion de la respiracion debido a la inhibicion
irreversible redox-dependiente del complejo I. Esta inhibicion esta precedida de un
descenso en la concentracion de GSH, por lo que esta relacionada con la nitrosilacion
de grupos tioles relevantes para el funcionamiento del complejo 1. La inhibicion del
complejo IV antes mencionada también ocurre, peron es reversible cuando se
neutraliza el NO (283). De la interpretacion de estos datos se puede concluir que en la
apoptosis inducida por el NO, los cambios mitocondriales desempefian un papel
central, y que los mecanismos involucrados, llamense accion directa sobre el PT,
accion a través del peroxinitrito 0 accion a fravés de la inhibicion de la cadena
respiratoria pueden estar actuando conjuntamente.

La apoptosis inducida por el NO se asocia también con una disminucion de la
concentracion de Bcl-2 (164, 284). Aunque no se ha determinado los mecanismos
implicados en este fenémeno, se sabe que la sobreexpresion de Bcl-2 previene la
apoptosis inducida por altas concentraciones de NO (285, 286) y que, el NO
incrementa la concentracion de la proteina proapotética Bax (287, 288). En la Figura
10 se resumen los principales pasos de la induccién de apoptosis por el NO.

NO Exdgeno NO Endégeno
{dadores) (NOS 2

\ g . /'—— -

l

Dafio al ADN - Mitocondria

* p— Ciclosporina A

1p53 —» T Bax v
T Citocromo ¢
p53 antisentido
Caspasas
Transfeccion ll-— Inhibidores
Bcl-2
Apoptosis

Figura 10. Apoptosis mediada por NO. El diagrama presenta todas las posibilidades encontradas en las refencias
bibliograficas de como el NO puede inducir apoptosis. Algunos pasos de estas vias pueden ser inhibidos.
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2.5.4. El Oxido Nitrico como protector de Apoptosis.

Existen diversas evidencias de que bajas concentraciones de NO protegen a las
células de la apoptosis inducida por la retirada de factores de supervivencia y otros
estimulos (289-293). El efecto antiapoptotico del NO ha sido estudiado en hepatocitos
(294, 295), esplenocitos (296), células endoteliales (297), neuronas (298, 299),
linfocitos B humanos (300), miocitos cardiacos (301), foliculos ovaricos (302) y
eosinéfilos humanos (303).

Los mecanismos hasta ahora propuestos para explicar el papel antiapoptético del NO
son dos: a) regulacion de la actividad de las proteinas por modificacion directa de su
estructura por oxidacion o S-nitrosilacion y b) regulacion de la expresion de genes que
tienen funciones antiapoptéticas, como la Bcl-2, las proteinas de choque térmico, la
SOD y la ciclooxigenasa 2.

a. Control de la actividad de proteinas.

Existe un conjunto de evidencias que indica que el NO modifica a las caspasas
mediante la S-nitrosilacion del residuo de cisteina del sitio catalitico, siendo esta
accion dependiente de las condiciones reductoras del sistema de reaccion (84, 85,
294, 297, 304). La mayoria de estos estudios se han realizado con extractos de
células o con caspasas purificadas, de ahi que ain sea desconocido si el NO
endogeno inhibe las caspasas in vivo, con excepcion de los hepatocitos donde se
ha visto que el NO es capaz de inhibir alrededor del 50 % de la actividad de
caspasas in vivo (294) y en células endoteliales (HUVEC), donde se encontr6 que
los donadores de NO producen la inactivacion de la caspasa 3 por S-nitrosilacion
del residuo de cisteina 163 (305).

Un mecanismo alternativo de inhibicion de las caspasas implicaria acciones del
NO en la sefializacién molecular que pone en marcha el proceso apoptético. En
este sentido, se ha descrito que la via clasica de sefializacion del NO a través de
la activacion de la sGC participa en la respuesta antiapoptética (299, 306), aunque
no se conocen los mecanismos ni tampoco los blancos celulares que esta via
utiliza. Por ofro lado, se ha encontrado que tanto el NO como el peroxinitrito
pueden activar a miembros de la familia de ¢-Src tirosina quinasas (307, 308), y
que la ¢-Src puede activar a la PKG por mecanismos de fosforilacion (309), lo que
plantea una via de sefializacion que converge con la via clasica.
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Regulacidn de la expresion de genes.

En determinadas condiciones, generalmente a bajas concentraciones, el NO
protege de la apoptosis incrementando la expresion de algunos genes, tales como
Bcl-2, proteina de choque térmico 70 (Hsp70), superdxido dismutasa (SOD), y
ciclooxigenasa 2. Se ha mostrado que bajas concentraciones de NO protegen a
los esplenocitos de la apoptosis mediante el incremento de la expresion de Bcl-2,
accion que es dependiente de GMPc (296). Posteriormente se han descrito varios
sistemas en donde el NO protege de la apoptosis mediante este mecanismo, por
ejemplo, la proteccion de la apoptosis inducida por UV en células endoteliales de
aorta (310), la inhibicion de la apoptosis inducida por el LPS en células
endoteliales de la arteria pulmonar (291) y por sefiales redox en células
mesangiales (311).

La sobreexpresion de la Hsp70 inducida por el NO protege a los hepatocitos de la
apoptosis inducida por el TNFa (312) y de la apoptosis mediada por el LPS en
células endoteliales (313). Un papel activo en la proteccién de la apoptosis de las
proteinas de choque térmico, la Hsp 70 y la Hsp 90, ha sido descrito
recientemente. Ambas proteinas regulan negativamente el complejo apoptosoma a
través de la interaccion con los dominios CARD de la Apaf-1, previniendo asi su
oligomerizacion y la posterior activacion de caspasa 9 (73, 74, 75).

Se ha observado que la sobreexpresion de la SOD inhibe la apoptosis inducida por
el LPS. Sin embargo son contradictorias las informaciones respecto a si el NO
induce el incremento de su expresion (291). La ciclooxigenasa 2 es inducida por
concentraciones fisiologicas de NO en macréfagos y en células endoteliales, en
macrofagos se ha visto la sobrerregulacion de la oxigenasa 2 por el NO, que es
critica en la apoptosis inducida por la combinacion de LPS e INF y (revisado en
248)

La c-Srcy el control de la Apoptosis.

Las proteinas tirosinas quinasas regulan gran nimero de respuestas celulares como las

respuestas a factores de crecimiento, agregacion plaquetaria, adhesion celular y
movilidad celular ( revisadas en 314, 315, 316). Los miembros de la familia de Src
incluyen a: ¢c-Src, Yes, Fgr, Fyn, Lck, Lyn, Hek, Blk, y Bsk/lyk. En la Tabla 5 se muestran

algunas de sus caracteristicas.

36



Introduccion

Tabla 5. Miembros de la familia de la Src tirosina quinasa

Src tirosina quinasa  Peso Molecular Expresion en tejidos

(kDa)
c-Src 60 Amplia distribucion
Yes 62 Nervioso, gastrointestinal
Fgr 59 Monocitos
Fyn 55 Células T, nervioso
Lek 56 Células T
Lyn 53, 56 Células B, Células mieloides
Hek 55 Células mieloides
Blk 55 Células B
Bsk/lyk 60 gastrointestinal

2.6.1. Estructuray regulacién de la ¢-Src.

La ¢-Src (p60°-Sr) es una proteina tirosina quinasa que no necesita de receptores para
activarse y esta ampliamente distribuida en las células y tejidos. Al igual que los
demas miembros de esta familia presenta una organizacion estructural similar,
formada por segmentos comunes a los que se llaman dominios de homologia a Src
(SH) (Figura 11). El segmento N-terminal presenta una secuencia de 7 aminoacidos
que son susceptibles de miristoilarse y permiten que la proteina pueda asociarse con
la membrana plasmatica (316, 317, 318), y una secuencia de 50 a 80 aminoacidos
llamado el dominio Unico; esta secuencia es la que varia entre los miembros de la
familia. A continuacion la proteina presenta dos dominios de interaccion con ofras
proteinas ajenas a la familia, los dominios SH2 y SH3; los dominios SH3 interaccionan
con secuencias especificas ricas en prolina (319), y se ha propuesto que su unién a
proteinas como Nef regula la actividad de la quinasa (320). El dominio SH2
interacciona con residuos de tirosina fosforilados de ofras proteinas en una secuencia
consenso pYEEI (318). Por otro lado, el dominio SH2 se une al residuo Tyr 527
fosforilado del extremo C-terminal de la quinasa SH1 y regula la actividad de la enzima
(319). El extremo C-terminal contiene el dominio SH1 o dominio de quinasa y un
segmento corto que incluye el residuo Tyr 527 que es critico en la regulacion de la
quinasa. Ciertos residuos del dominio quinasa estan altamente conservados en todos
los miembros de la familia y son importantes para unirse al ATP y para la reaccion de
transferencia del grupo fosfato. La mutacion de estos residuos pueden inactivar la
quinasa, que entonces se comporta como dominante negativo (318). Otros residuos
del dominio de quinasa contribuyen en la eficiencia enzimética, en particular, el sitio de
autofosforilacion localizado en una region llamada lazo de activacién, que contiene
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residuos fosforilados cuando la quinasa estd activa. La mutacion del sitio de
autofosforilacion disminuye la actividad quinasa (318). Las mutaciones en los residuos
378 o 441 hacen que la quinasa sea activa constitutivamente (321), aunque el
mecanismo de esta activacion no esta bien estudiado.

Sitio de Regiones ricas Mot_ivn.
miristoilacién en prolina fosfofirosine i 521

-COOH

M: Extremo N-terminal miristollado, requerido para la asociacion ¢on membrana
Dominio (nico varia entre los miembros de la familia de Sre.

8H3: Dominio de interaccidna proteinas, se une a hélices ricas en prolina.
Es requerida para Ia represion de la actividad de la ¢-8re quinasa.
Es impoitante para la localizacién sub-celular de la ¢-Sre activada.
Es requerido para la sefializacion de los factores de crecimiento.

SH2: Dominio de interaccidna proteinas, se une a residuos de tirosina fosforilados.

Se une al residuo Tyr 527 y participa en la regulacién intramolecular.
Se une a receptores activados de PDGF y CSF-1, sitlo de autofosforilacibn de Fak

Dominio de Quinasa:Contiene ¢l sitio catalitico de Ia enzima
En el lazo de activacian presenta un sitio de autofosforilacion, sl residuo Tyr 418
necesario para la regulacién de ka actividad quinasa.

Y527: Tirosina reguladora que interacciona con el dominio SH2 requerida para ln represidn
de la ¢-.Sr¢ quinasa

Figura 11. Diagrama lineal de la estructura de la c-Src. Los distintos motivos mostrados se encuentran en todos los
miembros de la familia de Src tirosina quinasas

La actividad de la c-Src quinasa estd finamente controlada por la fosforilacion del
residuo de tirosina 527, la enzima se encuentra en estado inactivado cuando este
residuo esta fosforilado e interacciona con el dominio SH2(319). La inactivacion de la
enzima por la fosforilacion de Tyr 527 es realizado por la tirosina quinasa no receptor
Csk (celular Src kinase) (322). La activacion de la enzima se produce por la
desfosforilacion de este residuo y su separacién del dominio SH2, la desfosforilacion la
realiza una fosfotirosina fosfatasa (319, 322); el cambio conformacional producido por
la desfosforilacion de Tyr 527, hace que el residuo de Tyr 416 ubicado en él lazo de
fosforilacién sea susceptible de autofosforilarse ( 323). La regulacién de la actividad de
la quinasa por el desplazamiento del dominio SH3 ha sido descrita; la unién de la
proteina Nef al dominio SH3 produce un cambio conformacional que interrumpe su
interaccion con el dominio quinasa y esta accion incrementa la actividad catalitica de
la enzima (320). También se ha descrito que la interaccion del dominio SH3 con un
anticuerpo especifico para esta region, por ejemplo el anti-c-Src clon 327, induce un
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incremento de la actividad de la enzima (324). En la Figura 12 se resumen los
mecanismos de regulacion de las Src tirosina quinasas. Por otro lado, la v-Src quinasa
que carece de una porcién del extremo C-terminal que contiene la Tyr 527, esta
permanentemente activada y esta asociada a un crecimiento celular ilimitado.

FOSFATASA

Cc
C-Src complataments CSrcactiva25Xx C
activa

Figura 12. Modelo de activacién de las Src tirosina quinasas. Las Src tirosinas quinasas estan activas o inactivas
dependiendo de las asociaciones intramoleculares de sus dominios. Las asociaciones son principalmente entre el
dominio quinasa y los dominios SH2 y SH3. En la Src en estado inactivo las inferacciones ocurren entre el dominio
quinasa y el dominio SH2 a través del residuo de Tyr 527 fosforilado y entre el dominio quinasa y el dominio SH3.
En el estado parcialmente activado se interrumpe la interaccion entre el dominio quinasa y el dominio SH2, debido
a que la desfosforilacion del Tyr 527 previene esta interaccion y el residuc Tyr 416 es susceptible a fosforilarse. En
el estado completamente activado una interaccion del dominio SH3 con ofra proteina (Nef) interrumpe la interaccién
de SH3 con el dominio quinasa (este dltimo mecanismo se llama activacion por desplazamiento del dominio SH3).

2.6.2. Las Src tirosina quinasas y la regulacion de la Apoptosis.

Es poco lo que se conoce acerca de la participacion de las Src tirosina quinasas en la
regulacion de la apoptosis. Se ha descrito que la activacion de algunos miembros de la
familia, tales como Fyn y Bsk/lyk inhiben la proliferacion celular. Por el contrario, otros
miembros como c¢-Src promueven la proliferacion celular y tienen funcion
antiapoptotica Asi, se ha mostrado que existe una relacién entre la inhibicion de la c-
Src, la disminucién de la expresion de Bcl-X. y la apoptosis. La c-Src regula
positivamente la expresion de Bcl-X. a través de la activacion de la Stat 3 y actua
como potente proteina antiapoptética (325). En otro articulo se muestra que la
activacion de la c-Src por la IL-3 regula la activacion de Stat-3 por fosforilacion y que la
expresion de dominantes negativos de c-Src produce un blogueo de la fosforilacion de
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Stat-3 y una dramética inhibicion de la proliferacion celular; sin embargo no se ha
observado induccion de apoptosis por la expresion del dominante negativo (326). Por
otro lado, se ha mostrado que un miembro de la familia de la Src, la p59FYN es un
sustrato de la caspasa 3 en la apoptosis inducida por FASL la hidrolisis ocurre en el
extremo N-terminal entre el Asp19 y la Gly 20 de la p59FYN y esta acompaiiada de la
aparicion de una quinasa pS7FYN activa en el citoplasma; no esta claro si estas
acciones puedan tener un papel importante en el control de la apoptosis inducida por
FASL (327). Recientemente se ha encontrado que un nuevo miembro de las Src, Ia
Bsk/lyk tirosina quinasa, participa en el control de la proliferacion celular, cuando las
células RINm5F y NIH3T3 son transfectadas con mutantes en los residuos de tirosinas
reguladores Y407/Y504 de la Bsk/lyk se observé una disminucion de la proliferacion
celular (328, 329). Por otro lado los datos que la c-Src es activada por irradiacion con
luz UV (330) y que participa en la activacion de la BMK1 (big mitogen activated protein
kinase 1) por el H20; (331) y por estimulacion de las células endoteliales con presion
continua (332), indican que puede existir una relacion entre la activacion de la c-Src y
la respuesta a estimulos que producen la muerte de las células por apoptosis.
Ademas, el hecho que la ¢c-Src pueda inducir un incremento de hasta 10 veces de la
actividad de la PKG, mediante mecanismos de fosforilacion sin producir cambios en
sus propiedades de unién al GMPc, hace pensar que la c-Src promueva un
mecanismo paralelo de activacion de la PKG que pueda ser adicional a la producida
por GMPc. Es importante mencionar que cuando la PKG sé autofosforila su actividad
basal se incrementa dos veces y disminuye su capacidad de union al GMPc (309), lo
que representa una accion diferente de la promovida por la ¢-Src.

2.71.  Laproteina quinasa c-GMP dependiente (PKG)

La PKG aparece como una proteina quinasa importante en la fransduccion de sefiales.
En tejidos de mamiferos se encuentran dos grandes grupos de isoenzimas de la PKG,
denominadas PKG tipo | y PKG ftipo II, que resultan de la expresion de dos genes
diferentes. La PKG-| tiene al menos dos isoformas llamadas loc y IB. Estas isoformas son
el producto del corte y empalme alternativo del ARN mensajero (333); el grado de
identidad de ambas isoformas es del 91 % (334).

Las PKG tipo la y tipo IB son enzimas diméricas que contienen dos subunidades
idénticas de aproximadamente 78 kDa. Cada uno de estas subunidades presentan
diversos dominios con funciones bien definidas (Figura 13). El componente regulador
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esta localizado en el segmento aminoterminal de la PKG, que incluye el dominio de
dimerizacion, el dominio autoinhibitorio conteniendo muitiples sitios de autofosforilacion y
dos sitios homélogos de union a GMPc que estan distribuidos en tandem. Los sitios de
unién al GMPc en la secuencia primaria estan seguidos por el componente catalitico,
que contiene sitios de unién para Mg ATP y para la proteina sustrato (335). Las
secuencias de aminoacidos de los tipos de isoformas difieren sélo en alrededor de los
100 residuos aminoterminales, donde muestran el 36 % de identidad (333). Aunque en
los sitios de unién al GMPc de las PKG lo. y IB tienen idénticas secuencias de
amino&cidos, las dos isoformas muestran diferentes propiedades de union al GMPc, lo
que sugiere que la porcién aminoterminal participa en la unién del nucleétido ciclico. La
union del GMPc a la PKG produce distintos cambios conformacionales en la enzima que
se evidencia por un incremento de la electronegatividad de su superficie, una ampliacion
de su radio de Stokes, una disminucién de su movilidad en electroforesis en gel nativo y
una alteracion de su suceptibilidad a las proteasas (333). Estos efectos estan
aparentemente asociados con un cambio conformacional que ayuda a la interaccion del
dominio autoinhibitorio con el sitio catalitico y a la activacién de la proteina quinasa.
Thr-#

Sitio de Lys esencisl
Acetilacion Afinidad (18) sonservada

NLS

Cremallera de Alto

leucinas - Bajo

-COOH

NH,

Autoinhicidn
Autofosforilacian

Regulacion de ks cooperatividad

Figura 13. Estructura fineal de la PKG lo. de mamiferos, mostrando los dominios que se han identificado

Muchas proteinas quinasas sufren autofosforilacion y éste proceso afecta a las
propiedades cinéticas de cada enzima (336). Las PKG tipo lo y I son autofosforiladas
en o cerca de los dominios autoinhibitorios, incrementandose la actividad de la quinasa
(337); el mecanismo de autofosforilacion es desconocido. La activacion por
autofosforilacién de la PKG IB produce cambios similares a los producidos por la union
del GMPc.
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La regulacién de la apoptosis por la PKG no ha sido directamente estudiada. Los
trabajos descritos anteriormente de que algunos estimulos que inducen o previenen la
apoptosis estan mediados por el sistema sGC/PKG han sido realizados utilizando
inhibidores de las éstas enzimas, no se ha precisado la participacion directa de la PKG
en ambas respuestas, a excepcion de lo descrito en células RINmSF de que la apoptosis
inducida por el NO es independiente del sistema sGC/PKG, donde se presentan
mediciones de la actividad de la PKG (164). Por ofro lado, ha sido descrito que el efecto
apoptotico del NO en células musculares lisas depende de un mecanismo dependiente
de GMPc (338).
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3. FORMULACION DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En este trabajo de tesis se han estudiado los mecanismos moleculares implicados en la
regulacién de la apoptosis por el Oxido Nitrico (NO). Cuando las células producen NO en
cantidades reducidas, se pone en marcha una respuesta celular antiapoptética. Por el contrario,
cuando se producen cantidades elevadas de NO, se favorece la muerte por apoptosis. Se
plantea que el NO activa un dispositivo molecular que genera sefiales protectoras 6 de muerte
dependiendo de su concentracion en el interior de las células. Mientras que a bajas
concentraciones se generarian soélo sefiales protectoras, a altas concentraciones se producirian
ademas sefiales determinantes de la muerte por apoptosis que desbordarian los sistemas de

proteccion.

Ya que el sistema de la proteina quinasa G (PKG) participa en un buen porcentaje de las
acciones no letales del NO en las células, se estudiara la participacion de la PKG en las
acciones antiapoptéticas del NO asi como su dependencia de la sGC y de la c¢-Src tirosina
quinasa.

En funcion de los datos experimentales aportados en la literatura cientifica sobre el control de la
muerte por apoptosis, se ha propuesto que el NO a altas concentraciones induce [a apoptosis
de las células mediante el incremento de la expresion de P53 y de Bax.. Dado que se han
descritos acciones del NO sobre la cadena respiratoria y ya que la mitocondria tiene capacidad
para generar NO, se propone un papel central para la mitocondria en las acciones apoptéticas
del NO.

Para someter a estudio estas propuestas, se plantearon los siguientes objetivos:

3.1.  Objetivos sobre el papel proapoptético del NO

3.1.1.  Determinar mediante el estudio de indices apoptoticos el efecto de altas
concentraciones de NO sobre las células RINmSF

3.1.2.  Estudiar el papel de la mitocondria en la apoptosis inducida por altas
concentraciones de NO

3.1.3.  Estudiar la relacion entre la apoptosis inducida por altas concentraciones de NO
y la via de transduccién de sefales dependiente del cGMP
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3.2.  Objetivos sobre el papel antiapoptético del NO

3.21.  Caracterizar un sistema de apoptosis espontanea inducida por la retirada de
suero del medio de cultivo

3.2.2.  Estudiar la accion antiapoptotica del NO

3.2.3.  Caracterizar un nuevo indice de medicion de apoptosis/antiapoptosis llamada
actividad Bcl-2 quinasa.

3.24.  Estudiar el papel de la cSrc tirosina quinasa y la proteina quinasa dependiente
de cGMP en la respuesta antiapoptética inducida por el NO
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO

El material biologico que se utilizd como sistema de frabajo es la variante RINmSF
(gentilmente cedidas por el Dr. Decio L. Eizirik) de la linea celular continua que secretan
insulina y somatostatina denominada RINm que fue establecida a partir de un cuarto
heterotransplante en ratones desnudos de células tumorales de islotes de rata, los estudios
de isoenzimas confirman el origen de rata de éstas células (339). Las células RINm no estan
contaminadas con micoplasmas y virus de leucemia murina (339).Las células RINm5F se
cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal de bovino, 2 mM de
glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 2.5 mg/ml anfotericina B a
37 °C en una atmdsfera de 5% de CO.y 95% de O..

42.  DETERMINACION DE LA TOXICIDAD CELULAR

Las celulas no viables incrementan la permeabilidad de su membrana plasmatica a enzimas
del citosol que son liberadas al medio extracelular, el cociente entre la actividad de estas
enzimas en el medio extracelular y la actividad total de las mismas es un indicador fiable de
viabilidad celular. La liberacién de la actividad de Lactato Deshidrogenasa (LDH) se utiliz6
como indice de toxicidad celular y fue medida siguiendo un método espectrofotométrico

mediante una reaccion acoplada con la oxidacién del NADH.

PIRUVATO + NADH «*2> L-IACTATO + NAD'

421. MATERIALES
o Tampon de lisis:(Tris-HCI 5 mM pH 7.0, EDTA 20 mM, Triton X-100 al 5 %),

o NADH 4 mM

o PirGvato 32 mM

o Placas de cultivo de 12 pocillos

o Espectrofotometro que permita leer la densidad 6ptica a 340 nm

422. PROCEDIMIENTO

Se sembraron 5 x 104 células en 1 ml de medio RPMI completo, al cabo de dieciséis
horas se realizaron los tratamientos respectivos y se incubaron por los tiempos indicados
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en cada experimento. Las células fueron cuidadosamente recogidas por centrifugacion a
3000 rpm durante tres minutos, el sobrenadante fue recuperado para analizar la
actividad de LDH liberada al medio, las células contenidas en el precipitado fueron rotas
en 1 ml de tampén de lisis (Tris-HCI 5 mM pH 7.0, EDTA 20 mM, Triton X-100 al § %),
luego se centrifugadas a 15000 rpm durante cinco minutos, se recupero el sobrenadante
donde se midi6 la actividad de LDH en el homogeneizado. La actividad de LDH fue
medida espectrofotométricamente de la siguiente manera: En una micro cubeta de
espectrofotmetro se puso 800 w! de tampén Tris-HCI 50 mM pH 7.0, se afiadié 50 ul de
pirivato 32 mM, 100 ul de muestra, se incubé a 37 °C durante quince minutos, antes de
leer al espectrofotdmetro se agregd 50 pl NADH 4 mM, se agité cuidadosamente y se
sigui6 la disminucion de la densidad 6ptica del NADH a 340 nm. Para los célculos se
utilizé el coeficiente de extincion molar del NADH (6.22 x 103 M- cm™*).

423. CALCULO

El porcentaje de LDH liberado por las células al medio de cultivo fue calculado de
acuerdo con la siguiente formula:

LDH en medio cultivo

100
LDH enmedio de cultivo + LDH en lisado celular *

% LDH liberado =

Para la expresion de resultados se graficaron % de LDH liberado al medio contra

concentracion de la sustancia con la que se realizé el tratamiento.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA

La actividad metabdlica de células viables se determiné utilizando el “Cell proliferation kit |

(MTT)". El método se fundamenta en que la sal de tetrazolium MTT de color amarillo es

reducido por la succinato-tetrazolium reductasa (E.C. 1.3.99.1) a formazan el cual precipita

en forma de cristales que al disolverse dan una solucion coloreada que puede ser

cuantificada en un espectrofotometro lector de ELISA.

43.1. MATERIALES

o Cell Proliferation kit1 (MTT) ( Boheringer)
o Placa de cultivo de 96 pocillos
o Espectrofotometro Lector de ELISA.
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43.2. PROCEDIMIENTO

En una placa de cultivo de 96 pocillos se sembraron 5 x 10° células en un volumen de
100 ul de medio RPMI 1640 completo, se cultivo durante dieciocho horas antes de
realizar los tratamientos, cuando estos terminaron el medio de cultivo fue cambiado por
100 pl medio fresco sin estimulo y se afadieron 10 pl de solucion de MTT
(concentracion final de 0.5 mg/mi en medio de cultivo) e incubaron durante cuatro horas
en atmoésfera himeda, a continuacion se afiadieron 100 l de solucion de solubilizacion
e incubaron durante toda una noche en atmdsfera himeda, finalmente se midi6 la
densidad 6ptica a 550 nm usando como longitud de onda de referencia 630 nm. Para los
célculos se prepara una curva de calibracion entre nimero de células y densidad optica.

44. MEDICION DE PROTEINAS
La medicion de proteinas se realizo utilizando el método de Bradford

441. MATERIALES.

¢ Reactivo de Bradford “BIO-RAD Protein Assay Dye Reagent Concentrate
e Albimina Sérica Bovina 1mg/ml

o Espectrofotometro

o Cubetas desechables de 1.5 ml.

442, PROCEDIMIENTO

Se preparan los estandares a concentraciones de 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10y 20 pg/ml. En
tubos Eppendorf se pusieron 5 pl de los estandares respectivos y se afiadio 20 pl de
agua, de estas diluciones se tomaron 5 wl y se pusieron en una cubeta de
espectrofotdmetro de 1.5 i, se afiaden 945 wl de agua desionizada y 50 pl de reactivo
de Bradford concentrado, se mezcla cuidadosamente sin formar burbujas y se mide la
absorbancia a 595 nm. Para la realizacion de los célculos se elabor6 una curva de
calibracion entre densidad optica y concentracién de proteinas. Para la medicion de
proteinas en los homogeneizados celulares se tomaron 5 pl y se diluyeron en 20 i de
agua, de esta dilucion se tomaron 5 ul y se procedi6 como se indica en el parrafo

anterior.

4.5.  MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GUANILATO CICLASA SOLUBLE(sGC)

La medicion de la actividad de la guanilato ciclasa soluble se basa en la capacidad que tiene
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la enzima en producir cGMP a partir de GTP, en un medio de reaccién que contiene un
sistema de regeneracion de GTP y un inhibidor de la fosfodiesterasa. El cGMP generado se
mide por radioinmunoanalisis.

451. MATERIALES.

e Tampon Tris-HCl pH 7.5 50 mM

¢ Fosfocreatinina (Sigma)

o Creatinina fosfoquinasa (Sigma)

e Guanosina 5’ tri fosfato (GTP)

¢ 3-isobutil-1-metilxantina (Sigma)

e HCI0.05N

o cGMP (1%1) radicimmunoassay (RIA) system (Amershan).

o Lector de radioactividad gamma.

452. OBTENCION DE HOMOGENEIZADO CRUDO.

Las células RINmSF (5 x 106 células) fueron cultivadas durante 16 horas antes de
realizar los tratamientos, luego estos se realizan segin se indican en cada experimento.
La homogeneizacion de las células se realizaron en una tampon que contiene 20 mM
HEPES pH 7.5, 10 mM de EGTA, 40 mM de glicerofosfato, 1 % de nonidet 40, 25 mM
MgClz, 2 mM de ortovanadato de sodio, 140 mM CINa, 1 mM de DTT, y una mezcla de
inhibidores de proteasas conteniendo 1 mM de PEFABLOC®, 10 pg/mi de aprotinina, 10
pg/ml de pepstatin, 10 pg/ml de leupeptina. Los extractos fueron centrifugados a 15.000
g durante 15 minutos y el sobrenadante fue usado para medir la actividad de sGC.

4.53. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA sGC

La actividad de la sGC fue medida como se describe en (340) Para ello se tomaron 30
ng de proteinas del sobrenadante e incubaron durante 10 minutos a 37 °C en una
mezcla de reaccion que contiene 50 mM de Tris-HCl pH 7.5, 4 mM de MgClz, 0.5 mM de
3-isobutil-1-metilxantina, 7.5 mM de Fosfocreatinina, 0.2 mg/mi de Creatinina
fosfoquinasa, 1 mM de Guanosina 5° tri fosfato (GTP), la reaccion se lievé a cabo en
ausencia o presencia de 1mM de nitroprusiato de sodio y fue detenida con la adicion de
0.05 N de HCI en una proporcion de 1:9 . Luego los tubos fueron calentados a 100 °C
durante 3 minutos. Para la determinacién de las cantidades de cGMP formado mediante

la técnica de RIA los tubos fueron secados en un evaporador y suspendidos en 500 p
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de tampén de determinacion para cGMP

454. DETERMINACION DE Guanosina Mono Fosfato ciclico (cGMP) POR
RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

Para medir cGMP se usa un sistema de medicion de Amersham (cGMP ['%1] assay

system with Ameriex-M™ magnetic separation) que al ser reconstituido contiene:

o Estandar acetilado (2.56 pmol/ml en 0.05 M de tampon acetato pH 5.8.

e Guanosine 3, 5 -cyclic phosphoric acid 2'-0-succinyl 3 -['%1] iodotyrosine methyl
ester en 0.05 M de tampdn acetato pH 5.8.

e Anti-cGMP preparado en conejo reconstituido en 0.05 M de tampén acetato pH 5.8

e Tamp6n de medicion (0.05 M de tampén acetato pH 5.8)

e Anticuerpo secundario (Anti-conejo preparado en mono Ameriex-M).

¢ Anhidrido acetico

o Trietanolamina.

Para la medicion se siguié el protocolo de acetilacion, para ello a 500 i de las muestras

suspendidas en tamp6n de medicién se afiadieron 25 i del reactivo de acetilacion (1

volumen de anhidrido acético con 2 volimenes de trietanolamina), los tubos fueron

agitados inmediatamente después de afiadir el reactivo de acefilacion. Se tomaron

alicuotas de las muestras acetiladas (100 pl para muestras control y 30 wl para muestras

tratadas) y se completé el volumen a 100 pul con tampén de medicion, luego se afiadio

100 pl de antisuero, se agité e incubd durante una hora a temperatura ambiente. A

continuacién se afadié 100 pl de cGMP ['%1] a todos los tubos de ensayo, se agitd e

incubd por 15 horas a 4 °C. Posteriormente se afiadi6 500 ul de una suspension

homogénea de Anticuerpo secundario (Anti-conejo preparado en mono Ameriex-M). Se

agito e incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para separar la fraccion de

anticuerpo unido los tubos fueron centrifugados a 1500 g durante 10 minutos, y se

descart cuidadosamente el sobrenadante. La radioactividad fue leida en un contador de

centelleo gamma durante 60 segundos. La curva de calibracion se realizé con estandar

acetilado en un rango de 2 a 128 fentomoles.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINA QUINASA G (PKG)

El procedimiento para determinar la actividad de la PKG se basa en la capacidad de la

enzima para incorporar 2P proveniente de [y-*2P] ATP en un péptido sustrato sintético
especifico, RKISASEFDRPLR-BPDEetide (341), en un sistema de reaccion que contiene un
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péptido inhibidor especifico de proteina quinasa A (342) y un inhibidor de la fosfodiesterasa.

46.1. MATERIALES.

Tampén Tris-HCI pH 7.4, 20 mM

200 uM ATP

Péptido sustrato de proteina quinasa G -BPDEtide (Calbiochem).
Péptido inhibidor de proteina quinasa A 6-22 amida (Calbiochem).
[y32P]JATP 0.5 uCi/ wi

3-isobutil-1-metilxantina-IBMX (Sigma)

MgCl.

Acido tricloroacético al 10 %

Papel de fosfocelulosa (Whatman P-81)

o Acido fosférico 75 mM

o FEtanol

o Lector de radioactividad beta.

46.2. OBTENCION DE HOMOGENEIZADO CRUDO.

Las células RINmSF (5 x 106 células) se cultivaron durante 16 horas antes de realizar
los tratamientos, luego los tratamientos se realizaron segin se indican en cada
experimento. Las células fueron homogeneizadas en un tampén que contiene 20 mM
HEPES pH 7.5, 10 mM de EGTA, 40 mM de glicerofosfato, 1 % de nonidet 40, 25 mM
MgClI2, 2 mM de ortovanadato de sodio, 1 mM de DTT, 1 mM de PEFABLOC®, 10 pg/ml
de aprotinina, 10 pg/ml de pepstatina, 10 ng/ml de leupeptina. Los homogeneizados
fueron centrifugados a 15.000 g durante 15 minutos y el sobrenadante fue usado para
medir la actividad de PKG

4.6.3. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE PKG

El procedimiento para medir la actividad de la PKG es una adaptacion del método
descrito en (343). Alicuotas 10 p! de homogeneizado conteniendo 30 pg de proteina
fueron afladedos en 50 pl de una mezcla de reaccion que contiene 20 mM Tris-HCl pH
7.4, 200 uM ATP, 20 mM MgClz, 100 uM de péptido sustrato para PKG, 100 uM de
IBMX, 1 uM de un péptido inhibidor de proteina quinasa A y 0.5 uCiiml [y32P]ATP, la
reaccion fue incubada a 37 °C durante 10 minutos. Para terminar la reaccion, se tomaron
50 pl de ésta y se impregnaron en un filtro de fosfocelulosa (Whatman P-81). Este filtro
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fue inmediatamente lavado con 75 mM de 4acido fosférico, se repite este lavado cuatro
veces, para eliminar él [yS2PJATP que no ha reaccionado, y una vez con etanol. Los
filtros se secan y posteriormente se depositan en viales conteniendo liquido de centelleo
y se mide su radiactividad. La unidad de actividad de PKG se define como mM de fosfato
transferido desde el ATP al péptido sustrato por minuto por mg de proteina.

4.7.  MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASAS.

La medicion de la actividad de caspasas se basa en la extraordinaria selectividad que tienen
para cortar componentes estructurales claves del citoesqueleto y nucleo, asi como también
numerosas profeinas involucradas en las vias de sefializacion, las caspasas en general
cortan en secuencias de aminoacidos consenso que tienen acido aspartico en posicion P1.
Por ejemplo la caspasa 3 puede cortar entre ofros sustratos a la poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP) en una secuencia, DEVD’G entre aspartico 216y glicina 217 (344).
Para la medicion de la actividad de caspasas han sido disefiados péptidos sustratos
sintéticos, que tienen la secuencia de aminoécidos de los motivos de corte de las proteinas
sustrato naturales, que llevan conjugado una molécula fluorescente, el 7-amino-4-
trifluorometil coumarin (AFC), para los casos de la caspasa 3 y la caspasa 1 son los
tetrapéptidos DEVD-AFC y YVAD-AFC respectivamente ( 37, 24).

4.71. MATERIALES

e HEPES 25 mM pH 7.5 (SIGMA)
o MgCl, 5 mM (SIGMA)

e EGTA1mM (SIGMA)

o Triton X-100 (SIGMA)

o PMSF (Boheringer)

o Pepstatina A (Boheringer)

o Leupeptina (Boheringer)

o Aprotinina (BAYER)

o CHAPS (SIGMA)

o DTT (SIGMA)

o DEVD.AFC (Calbiochem)

e YVAD.AFC (Calbiochem)

o 7-amino-4-trifluorometilcoumarin (SIGMA)
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e Fluorimefro (Perkin Elmer LS-5)

4.1.2. PREPARACION DE HOMOGENEIZADO

Las células RINmMSF (5 x 108 células) se cultivan durante 16 horas antes de realizar los
tratamientos. Después de los tratamientos las células se centrifugan a 700 g durante tres
minutos, se lavan dos veces con PBS frio y se resuspenden en tampén C que contiene
HEPES 25 mM pH 7.5, MgCl. 5 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1.0 %, suplementado al
momento de su uso con PEFABLOC 1 mM, pepstatina 10 pg/ml, leupeptina 10 pg/mi,
después de 30 minutos de incubacion en hielo, las células fueron homogeneizadas en un
homogeneizador con cuarenta golpes, la fraccion particulada fue separada por
centrifugacion a 15.000 g durante quince minutos, el sobrenadante recuperado fue
suplementado con EDTA 0.5 mM y DTT 2mM de concentracién final, antes de realizar la

determinacibn de caspasas.

4.7.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASAS

La determinacion de la actividad de caspasas fue realizada segun (36), alicuotas
conteniendo 50 ng de proteina fueron diluidas con 225 ul de tampén D recién preparado
que contiene HEPES 25 mM pH 7.4, CHAPS 0.1 %, DTT 10 mM, aprotinina 100 U/ml,
PMSF 1 mM y 100 pM de sustrato (DEVD.AFC para caspasa 3 y YVAD.AFC para
caspasa 1), se incubd durante dos horas a 37 °C , la reaccion fue terminada afiadendo
1225 pl de tampon D helado. La fluorescencia fue medida en un Espectrometro-
Luminémetro Perkin Elmer LS-5 usando una longitud de honda de excitacion de 400 nm
con una apertura de 10 y de emisién 505 nm con una apertura de 20. Se realizé una
curva de calibracion con 7-amino-4-trifiluorometilcoumarin como estandar entre las

concentraciones de 0 a 1500 pmol.

MEDICION DE LA FRAGMENTACION DE ADN POR EL METODO DE ELISA

Una caracteristica de la muerte celular por apoptosis es la corte de la doble cadena de ADN

por nucleasas en las regiones que son accesibles como la region de unién internucleosomal,

generando mono y oligonucleosomas que difunden al citoplasma. Uno de los métodos para

cuantificar este ADN asociado a histonas liberado al citoplasma esta basado en un principio

de ELISA usando un anticuerpo monocional producido en raton dirigido contra ADN e

histonas respectivamente. En una placa con estreptovidina se incuba con un anticuerpo ant-

histona-biotina, luego se afiade la muestra problema conteniendo nucleosomas, a
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continuacion se incuba con un conjugado anti-ADN unido a una peroxidasa, finalmente se
cuantifica la sefal afiadendo un substrato para la peroxidasa y leyendo la intensidad de color
formado por espectrofotometria.

481. REACTIVOS.

o Sistema de ensayo “Cell Death Detection ELISAPu" (Boehringer Mannheim) que
contienen:
1. Anticuerpo monoclonal preparado en ratén anti-histona-biotina reconstituido en
400 pl de agua bidestilada
2. Anticuerpo monoclonal preparado en raton anti-ADN-Peroxidasa reconstituido en
400 pl de agua bidestilada
3. Complejo estabilizado ADN-histona, como control positivo reconstituido en 400 p
de agua bidestilada
Tampén de incubacion
Tamp6n de lisis
Tamp6n para disolucién de sustrato
Tabletas de sustrato ABST*
Una placa de 96 pocillos revestida con estreptovidina

© N o o B~

o La mezcla “inmunoreactiva” para realizar 5 determinaciones se prepar6 de la
siguiente manera:
20 pl de 1 (anti-histona-biotina)
20 pl de 2 (anti-ADN-Peroxidasa)
360 i de tampon de incubacion.

48.2. PROCEDIMIENTO

En placas de 12 pocillos fueron sembradas 5 x 104 células, después de 18 horas de
culivo el medio de cultivo fue retirado y cambiado por otro que contienen los respectivos
tratamientos, al final de los tratamientos las células fueron recogidas en PBS, luego
recuperadas por centrifugacion a 300 g por 3 minutos, y suspendidas en 200 ml de
tampon de lisis, se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente y centrifuga a
2.000 g por 10 minutos. A continuacién se colocaron 20 ul de muestra en los pocillos de
la placa con estreptovidina, tener en cuenta que se deben hacer blancos para control

positivo y para tampén de incubacion mas sustrato. Luego se afiaden 80 pl de la mezcla
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“inmunoreactiva”, los pocillos en uso fueron cubiertos con una cinta adhesiva e
incubados durante dos horas en agitacién a 500 rpm a temperatura ambiente. Luego la
solucion fue retirada cuidadosamente, los pocillos lavados tres veces con 250 pl de
tamp6n de incubacion, y se afiadieron 100 wi de solucion de sustrato. Se incub6 durante
20 minutos en agitacion a 250 rpm. El color desarrollado fue medido a 405 nm usando

como longitud de onda de referencia 492 nm.

483. CALCULOS

El factor de enriquecimiento (FE) fue calculado mediante la siguiente formula:

_ D.0.x10° muestra

F.E = 3 X
D.0.x 10° control

100

D.O. en ambos casos representa (DOus - DOugs de muestra menos DOaos - DOuos del
blanco de tampén de incubacion mas sustrato). Para la expresion de resultados se
representd graficamente FE frente a la concentracion de la sustancia con la que se

realizé el tratamiento.

49.  DETERMINACION DE LA FRAGMENTACION DE ADN EN GELES DE AGAROSA

Al igual que en la seccion 4.8 lo que se mide con esta técnica es la presencia de ADN
fragmentado en mono o polinucleosomas, sélo que se realiza por electroforesis de la
fraccion citoplasmética en geles de agarosa, un patron tipico de apoptosis generara
fragmentos de ADN en forma de escalera que corresponderan en tamafio molecular a uno o

multiplos del peso molecular de un nucleosoma (200 pb).

49.1. MATERIALES

Proteinasa K (Boheringer)

RNAasa A (Boheringer)

e SDS10%

e Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) (SIGMA)

o Cloroformo

o Tampoén de lisis: Tris-HCI 10 mM pH 8.2, CINa 400 mM, EDTA 2mM.
o Tamp6n TE: Tris-HCl 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM

¢ Etanol absoluto.

e Tampon TBE: Tris-Borato 0.09 M pH 8.2, EDTA 0.002M
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o Tamp6n de carga de la muestra: Glicerol 30 %, Azul de bromofenol 0.25 %, azul de
xilencianol 0.25 %, Bromuro de efidio 10 pl/ml.
e Agarosa 1.4 % P/ en TBE

49.2. EXTRACCION DE ADN

Se utiliz6 la técnica de precipitacion con Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y
tratamiento con proteinasa K. La proteinasa K degrada histonas y proteinas en general,
la mezcla Fenol-cloroformo precipita a las proteinas y forma una interfase facil de
separar, €l alcohol isoamilico disminuye la formacion de espuma.

49.3. RECOGIDA DE CELULAS Y RUPTURA CELULAR.

Cuando terminaron los tratamientos respectivos se recogieron las células con la ayuda
de un raspador y la suspension celular se centrifugé a 700g durante tres minutos.

El precipitado de células fue suspendido en 700 ul de tampon de lisis que contiene 50 pl
de SDS al 10 % y proteinasa K a una concentracion final de 200 pg/ml y se dejé
incubando a 37 °C durante una noche

494. EXTRACCION DEL ADN

Para la extraccion se afiadi® un volumen de la mezcla Fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico y agité cuidadosamente, luego se centrifugd a 2000 g durante 10 minutos, la
fase acuosa fue recuperada y lavada dos veces con un volumen de cloroformo
centrifugando a 2.000 g durante 5 minutos. EI ADN fue precipitado con 2,5 volimenes
de etanol absoluto frio durante una noche a -20 °C, luego se centrifugé a 4.500 g durante
10 minutos. E! ADN precipitado fue secado y luego suspendido en 100 ml de tampén TE
que contiene 0,5 mg/ml de RNAasa A e incubado a 37 °C durante dos horas. El ADN
libre de ARN se precipita con 2,5 volimenes de etanol absoluto frio durante una noche a
-20 °C, luego se centrifugd a 4.500 g durante 10 minutos, el ADN precipitado fue secado
y luego suspendido en 50 pl de tampén TE.

49.5. INDICE DE PUREZA Y CONCENTRACION DE ADN

La pureza y concentracion de ADN se determind por espectrofotometria midiendo la
absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm. En un ADN hidratado con buen indice de
purificacion, el cociente Axso/Azs0 debe ser superior a 1,7. Una solucion patron de ADN de
concentracion 50 mg/ml da una lectura de absorbancia de Ao = 1, lo que permite
calcular la concentracion de ADN purificado.
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496. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

Una muestra purificada de 50 mg de ADN resuspendida en tampon TE fue mezclada
con tampon de carga en una proporcion 6:1. La electroforesis se llevo a cabo en un gel
de agarosa al 1.4 % durante una hora a 130 V. Transcurrido este tiempo el gel fue
colocado en una solucién de 10 ug/ml de bromuro de efidio durante 10 minutos, luego
lavado una vez con agua destilada. Las sefiales de los fragmentos de ADN fueron
visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta y fotografiadas con una camara
Polaroid.

4.10. OBTENCION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES anti-
Citocromo c.

4.101. MATERIALES

o Citocromo ¢ de corazén de caballo (SIGMA)

e Hemocianina a partir de Keyhole Limpets (SIGMA)

¢ Adyuvante completo de Freunds (SIGMA)

o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida - EDC (PIERCE)
o Sepharosa Proteina G (Amersham)

o Dos conejos

4102. OBTENCION

El anticuerpo policlonal contra citocromo ¢ fue preparado en conejo siguiendo el método
de inmunizacién que fue descrito previamente por (345). Se utilizd como antigeno
citocromo C de corazén de caballo, como transportador se utilizd fa hemocianina de
Keyhole Limpets a una concentracion de 5 mg/ml, para unir de manera covalente el
citocromo ¢ con la hemocianina se utilizé la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC)(346). Para la preparacion de la solucion antigénica se procedio de la siguiente
manera: a 500 pl de citocromo ¢ (1mg/ml) se afiadi6 EDC hasta una concentracion final
de 10 mg/ml, se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente, luego se afiadié 500 p!
de hemocianina y se completd a 5 ml con PBS, la mezcla se incubd durante cuatro horas
en agitacion a 4 °C. A continuacion se dializé contra PBS durante cuarenta y ocho horas,
cambiando el PBS dos veces. La muestra dializada se mezcl6 con un volumen igual de
adyuvante de Freund completo. Luego homogeneizar la mezcla con ultrasonidos durante
diez segundos, queda una solucién lechosa, la que se inyecto por via infradérmica en la
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espalda del conejo en 8 a 10 puntos diferentes. Se inyectd ademas dos dosis de
recuerdo a la tercera y octava semana de la primera inyeccion, para ello se siguié el
mismo método salvo que se mezcld con adyuvante de Freund incompleto, que es el
adyuvante de Freund al que se le eliminan los restos de paredes bacterianas por
centrifugacion. El suero de conejo se extrajo pasados catorce dias de la Ultima dosis de

recuerdo.

4.10.3. PURIFICACION

Las inmunoglobulinas G fueron purificadas utilizando cromatografia de afinidad con
Sepharosa-Proteina G. Para ello un volumen de la Sepharosa-Proteina G fue lavado por
tres veces con tampén fosfato 20 mM pH 7.0, y mezclado con un volumen de suero
inmune, la mezcla fue incubada durante tres horas a temperatura ambiente en agitacion,
a continuacién fue centrifugada a 700 g durante dos minutos y el sobrenadante fue
descartado, el precipitado fue lavado dos veces con PBS y mezclado con medio volumen
de tampon glicina 0.1 M pH 2.6, e incubado durante tres horas en agitacion a
temperatura ambiente, finalizado este tiempo fue centrifugado a 700 g durante dos
minutos y el sobrenadante fue recuperado, finalmente se afiade medio volumen de
tampon Tris-HCI 1 M pH 9.0 para neutralizar la solucion.

4104. PRUEBA DE ESPECIFICIDAD DEL ANTI-CITOCROMO C POLICLONAL
PRODUCIDO EN CONEJO

145kD Cltocromo ¢

Figura 4.1 . Inmunodeteccion de un estandar de citocromo ¢ detectado con anticuerpo policlonal producido
en conejo.0.01 pg de citocromo ¢ de corazén de caballo en 10 pl de tampon de Laemmii fue calentado a 100 °C
durante 30 minutos y corrido en una SDS-PAGE al 12.5 % y transferida a una membrana de PVDF e incubada con 5
% de leche desnatada en TBST durante una hora, luego se incubb con anti-citocromo ¢ policlonal producido en
conejo durante cuatro horas a una dilucién de 1: 5.000, a continuacion fue lavada 3 veces con TBST durante 10 min
e incubada con un anti-conejo conjugado con peroxidasa diluido 1:20.000 durante una hora. Finalmente fue lavada 3
veces con TBS durante 10 min. La banda de inmunocomplejos fue detectada por ef método de quimioluminiscencia.
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA

(SDS-PAGE)

4.11.1. MATERIALES

Acrilamida-bis acrilamida al 30% (29.2 % de acrilamida y 0.8 % de N,N"-metillen-bis-

acrilamida)
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 10 %
Persulfato de Amonio (APS) al 10 %

N,N,N,N'-tetrametiletilendiamina (TEMED)

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

Tampon de electroforesis ( Tris-HCI 25 mM pH 8.3, SDS al 1%, Glicina 250 mM)

Sistema de electroforesis vertical Mini-PRTEAN 1l (BIORAD)

Fuente de poder.

4.11.2. PREPARACION DE LOS GELES

En la electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida con SDS se utilizan un

gel de apilamiento que contiene 4% de poliacrilamida y un gel de separacion donde la

concentracion de la poliacrilamida depende del tamafio de la proteina problema, los

geles de poliacrilamida de diferentes concentraciones se prepararon segin los

siguientes protocolos:
GEL DE SEPARACION (10 mi]
Reactivo 75% 10% 12.5% 15%
Acrilamida-Bis. AC!. 25ml 3.3ml 413 ml 5.0 mi
Agua desionizada 44ml 36eml 277 ml 1.8ml
TRIS-HCI 1.5 MpH 8.8 25ml 25mi 25ml 25ml
SDS 10 % 100 pl 100 pl 100 pl 100 !
APS 10 % (10 mg/100 pl) 50 ul 50 pl 50 pl 50 ul
TEMED 5-10 pl 510 ! 5-10 i 10 i
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GEL DE APILAMIENTO
Reactivo
Acrilamida-Bis. AC!. 430 pl
Agua desionizada 1.88 mi
TRIS-HCI 1.0 MpH 6.8 830 pl
SDS 10 % 33l
APS 10 % (10 mg/100 pl) 16 pl
TEMED 335l

1. Pesar 29.2 g de acrilamida + 0.8 g de bis-acrilamida en un volumen final de 100 ml (Al
pesar estos reactivos hay que usar guantes y mascarilla y hacerlo en la campana de flujo.
2. El pH debe verificarse en la cubeta antes de la electroforesis

Luego de montar el sistema de electroforesis, se preparé el gel separador y antes que
polimerice se afiade en el molde a continuacion se afiade cuidadosamente 1 mi de agua
desionizada para evitar que el oxigeno atmosférico pueda inhibir la polimerizacion.
Cuando se observa que el gel a polimerizado se retir6 el agua y se afiadio el gel de
apilamiento, sobre el que se colocaron los peines para construir los pocillos de carga de

muestras.

4.11.3. CONDICIONES DE LA ELECTROFORESIS

Para realizar la electroforesis se colocaron los geles en la camara de electroforesis que
se llend con el tampdn de electroforesis. Luego se cargd la cantidad adecuada de
proteinas en los pocillos y una muestra de estandares de pesos moleculares. El sistema
fue conectado a una fuente de corriente en la que se mantiene el voltaje constante a 150

V durante una hora.

4.12.  TRANSFERENCIA HUMEDA DE LAS PROTEINAS A MEMBRANAS DE PVDF.

4.121. MATERIALES
o Membranas de polyvinilidene difluoride (PVDF) - Hybond-P  (Amersham LIFE
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SCIENCE)

Tampén de transferencia ( Tris 48 mM pH 9.2, Glicina 39 mM, SDS 0.0375 %,
Metanol 20 %).

Papel Whatmann™ 3MM

Sistema de transferencia himeda - Mini Trans-Blot Electroforetic transfer Cell
(BIORAD)

412.2. PROCEDIMIENTO

Una vez terminada la electroforesis las proteinas contenidas en los geles fueron

transferidas a membranas de PVDF por el método de transferencia humeda

manteniendo constante la intensidad a 350 mA durante 3 horas, el tampon de

transferencia debe ser recién preparado y cuando la intensidad es constante a 350 mA,

el voltaje debe variar entre 70-80 V.

4.13.

INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR QUIMIOLUMINISCENCIA (ECL)

4.13.1. MATERIALES

Anticuerpos primarios contra las proteinas estudiadas
Anticuerpos secundarios conjugados confra raton, conejo, cabra.
Tamp6n TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.6, CINa 137 mM)

Tamp6n TBST ( TBS mas 0.5 % de Tween 20)

Tampon de saturacion (leche en polvo desnatada diluida al § % en TBST)
5-amino-2-3-dihydro-1,4-phthalazinedione - Luminol (Sigma)
4-lodophenol (Fluka)

Tampén ECL ( Tris 10 mM pH 8.5)

Casette para revelado - Hypercassette™ (Amersham)

Pelicula - Hyperfilm MP (amersham)

Revelador

Fijador

4.13.2. PROCEDIMIENTO.

Después de que las proteinas fueron transferidas a las membranas de PVDF, éstas

fueron blogqueadas con una solucién de TBST enriquecida con leche desnatada al § %

durante 12 horas, e incubadas con anticuerpo primario durante un tiempo y a una
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dilucién 6ptima determinados para cada anticuerpo; a continuacion las membranas
fueron lavadas tres veces durante 10 minutos con TBST, e incubadas con anticuerpo
secundario a una dilucién de 1:20 000 durante una hora y lavadas fres veces durante 10
minutos con TBS.

Para la deteccion de los inmunocomplejos las membranas fueron incubadas con la
solucién incremento de la quimioluminiscencia (ECL*) durante 1 minuto. La membrana
fue colocada en un “cassette” en contacto con una pelicula por un tiempo adecuado y
luego revelada. Todos los pasos en que se utilizan las peliculas y los liquidos de
revelado se realizan en un cuarto oscuro.

*La solucion ECL fue preparada mezclando un volumen de solucion de luminol (4 mg de
luminol en 25 i de NaOH 1 N y completada a 5 ml con tampon ECL) con un volumen de
la solucién de yodofenol (1 mg de yodofenol en 5 mi de tampon ECL), a las que fue
afiadida 10 ! de H20: concentrado segun (347).

414, DESPEGADO DE LOS ANTICUERPOS PRIMARIOS.

4.14.1. MATERIALES

e Tampén Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8
e EDTAZmM
e 2-Mercaptoetanol 100 mM

4.14.2. PROCEDIMIENTO

Luego de la deteccion las membranas fueron lavadas con TBST tres veces durante 10
minutos e incubadas con 10 ml de tampén de despegado que contiene: Tris-HCI 62.5
mM pH 6.8, EDTA 2 mM, 2-Mercaptoetanol 100 mM, durante 30 minutos a 50 °C. A
continuacion las membranas fueron lavadas tres veces durante 10 minutos con TBST e
incubadas con solucion de leche al 5 % en TBST durante 2 horas. La incubacién con un
nuevo anticuerpo primario se realiza como se indica en la seccion 4.13.2

4.15. INMUNODETECCION DE Citocromo ¢

El citocromo ¢ es utilizado como un indicador temprano de apoptosis. Cuando las celulas
son expuestas a estimulos pro-apoptoticos el citocromo ¢ es liberado de la mitocondria al
citoplasma donde esta asociado con la activacion de otras proteinas de apoptosis tales
como caspasa 9 y caspasa 3.
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4.151. MATERIALES

o Tampén de lisis (HEPES 50 mM pH 7.4, manitol 220 mM, sacarosa 68 mM, CIK 50
mM, EGTA 5 mM, MgCl2 2 mM, DTT 1 mM)

e Inhibidores de proteasas: 1 mM PEFABLOC®, 10 ug/mi pepstatina, 10 ug/ml
leupeptina

o Homogeneizador de embolo.

o Anti-citocromo ¢ monoclonal isotipo IgGx clon 7H8.2C12 (Pharmingen)

e Anti-citocromo ¢ policlonal producido en conejo (seccion 4.11)

e Anti-lgG raton y anti-Ig G conejo conjugado con peroxidasa

4152. OBTENCION DE FRACCION CITOPLASMATICA LIBRE DE
MITOCONDRIAS.

La preparacion de la fraccion citoplasmética libre de mitocondrias se realiz6 siguiendo el
método propuesto por (348). Se sembraron 3 x 108 células en placas de 5 ml y se
dejaron crecer durante 18 horas antes de realizar los respectivos tratamientos, luego las
células fueron recogidas por centrifugacion a 300 g durante 3 minutos, suspendidas y
lavadas en PBS frio dos veces seguidas. El precipitado de células fue suspendido en un
tamp6n de lisis que contiene HEPES 50 mM pH 7.4, manitol 220 mM, sucrosa 68 mM,
CIK 50 mM, EGTA 5 mM, MgCl. 2 mM, DTT 1 mM, al que se afiadieron los inhibidores
de proteasas: 1 mM PEFABLOC®, 10 pg/ml pepstatina, 10 ug/ml leupeptina, después de
30 minutos de incubacién en hielo, las células fueron rotas con un homogeneizador de
teflon (40 golpes). Los homogeneizados celulares fueron centrifugados a 14.000 g
durante 15 minutos y los sobrenadantes fueron recuperados, a los que se llamaron
fraccion citoplasmatica libre de contenido mitocondrial.

4153. CONDICIONES DE LA SDS-PAGE, LA TRANSFERENCIA Y LA
INMUNODETECCION

La separacion de proteinas para la deteccion de citocromo ¢ por SDS-PAGE fue
realizada cargando 15 pg de proteinas en geles de 12.5 % y las condiciones de la
electroforesis fue de 150 V constantes durante 75 minutos, las proteinas contenidas en
los geles fueron transferidas a membranas de PVDF por el método de transferencia
himeda. A continuacion las membranas fueron bloqueadas con una solucion de TBST
enriquecida con leche desnatada al 5 % durante 12 horas, e incubadas durante 4 horas
con anti-citocromo ¢ monoclonal a una dilucion de 1:2000 o 3 horas con anti-citocromo ¢
policlonal a una dilucién de 1:3000, se lavaron 3 veces durante 10 minutos con TBST, e
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incubaron con anticuerpo secundario con anti raton o anti conejo conjugado con
peroxidasa (SIGMA) a una dilucién de 1:20 000 durante una hora y se lavaron 3 veces
durante 10 minutos con TBS. La deteccion fue realizada por el método de ECL

4.16. INMUNODETECCION DE Bcl-2

4.16.1. MATERIALES

o Tampon de lisis (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 137 mM CINa, 5 mM MgCl,, 1 % Triton X-
100)

o Inhibidores de proteasas (1 mM PEFABLOC®, 10 pg/mi pepstatina A, 10 pg/mi
leupeptina)

e Anti- Bcl-2 policlonal(AC 21) y anti-Bcl-2 policlonal (N 19) (Santa Cruz Biotechnology)

o Anti-lg G de conejo conjugado con peroxidasa

4.16.2. OBTENCION DE HOMOGENEIZADO

Se sembraron 3 x 108 células en placas de 5 ml y se dejaron crecer durante 18 horas (80
% de confluencia) antes de realizar los respectivos fratamientos, luego las células fueron
recogidas por centrifugacion a 300 g durante 3 minutos, suspendidas y lavadas en PBS
frio dos veces seguidas por centrifugacion. El precipitado de células fue suspendido en
un tampén de lisis que contiene 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 137 mM CINa, 5 mM MgClz, 1%
Triton X-100, suplementado antes de su uso con 1 mM PEFABLOC®, 10 pg/ml
pepstatina A, 10 pg/ml leupeptina, la lisis se realizo durante 30 minutos a 4 °C , los
homogeneizados fueron centrifugados a 15.000 g durante 15 minutos y el sobrenadante
fue recuperado. (Nota: la separacion de proteinas por SDS-PAGE para el Western Blot
de Bcl-2, se realiza con homogeneizado fresco, méaximo 6 horas después de su
obtencion).

4.16.3. CONDICIONES DE LA SDS-PAGE E INMUNODETECCION

La separacion de proteinas para la deteccion de Bcl-2 por SDS-PAGE fue realizada
cargando 15 pg de proteinas en geles de 12.5 % . Las condiciones de la electroforesis
fueron de 150 V constantes durante 75 minutos, las proteinas contenidas en los geles
fueron transferidas a membranas de PVDF por el método de transferencia himeda. A
continuacion las membranas fueron bloqueadas con una solucién de TBST enriquecida
con leche desnatada al 5 % durante 12 horas, e incubadas durante 6 horas con anti-Bcl-
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2 a una dilucibn de 1:2000, se lavaron 3 veces durante 10 minutos con TBST, e
incubaron con anticuerpo secundario con anti-congjo conjugado con peroxidasa
(SIGMA) a una dilucion de 1:20 000 durante una hora, se lavaron 3 veces durante 10
minutos con TBS. La deteccion fue realizada por el método de ECL.

4.17. INMUNODETECCION DE FOSFO-TIROSINA Y ¢-Src

4.171. MATERIALES

o Tampén de lisis: 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM de EGTA, 40 mM de glicerofosfato, 2
% de nonidet NP-40, 25 mM MgCl, 1 mM de DTT

o Inhibidores de proteasas: PEFABLOC®, Aprotinina, Pepstatina, Leupeptina (Roche)

o Inhibidores de fosfatasas: Ortovanadato de sodio, Phenilarsine oxide (PAO) (SIGMA).

e Anti fosfotirosina - PY20 (Transductions Laboratories)

o Anti v-Src (Ab-1) monoclonal clone 327 (Calbiochem)

e Anti ¢cSrc monoclonal clone 28 ( Dr. H. Kawakatsu, Lung Biology Center, University of
California)

4.17.2. OBTENCION DE HOMOGENEIZADO

Se sembraron 3 x 108 células en placas de 5 ml y se dejaron crecer durante 16 horas (80
% de confluencia) antes de realizar los respectivos tratamientos, después de los
tratamientos las células fueron recogidas por centrifugacion a 300 g durante 3 minutos,
suspendidas y lavadas en PBS frio dos veces seguidas por centrifugacion. El precipitado
de células fue suspendido en un tampén de lisis que contiene: 20 mM HEPES pH 7.5, 10
mM de EGTA, 40 mM de glicerofosfato, 2 % de nonidet NP-40, 25 mM MgCPR, 1 mM de
DTT, suplementado antes de su uso con 1 mM de PEFABLOC®, 10 pg/ml de aprotinina,
10 pg/ml de pepstatina, 10 pg/mi de leupeptina, 2 mM de ortovanadato de sodio, 50 pM
PAO. Los homogeneizados fueron centrifugados a 12.000 g durante 25 minutos y el
sobrenadante fue usado para la deteccion con anti-fosfotirosina, anti ¢-Src clone 327,
anti ¢-Src clone 28.
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417.3. CONDICIONES DE LA SDS-PAGE Y LA INMUNODETECCION DE
FOSFOTIROSINA.

La separacion de proteinas para la deteccion de fosfotirosina por SDS-PAGE fue
realizada cargando 30 ug de proteinas en geles de 12.5 % y de 7.5 %, las condiciones
de la electroforesis fueron de 150 V constantes durante 75 minutos. Las proteinas
contenidas en los geles fueron transferidas a membranas de PVDF por el método de
transferencia humeda. A continuacién las membranas fueron bloqueadas con una
solucion de TBST enriquecida con leche desnatada al 5 % durante 12 horas, e
incubadas durante 2 horas con anti-PY20 a una dilucién de 1:2.000, se lavaron 3 veces
durante 10 minutos con TBST, e incubaron con anticuerpo secundario anti raton
conjugado con peroxidasa a una dilucién de 1:20.000 durante una hora, se lavaron 3
veces durante 10 minutos con TBS. La deteccién fue realizada por el método de ECL

4.17.4. CONDICIONES DE LA SDS-PAGE E INMUNODETECCION DE c-Src

La separacion de proteinas para la deteccion de c-Src por SDS-PAGE fue realizada
cargando 30 g de proteinas en geles de 10 % y las condiciones de la electroforesis
fueron de 150 V constantes durante 75 minutos, las proteinas contenidas en los geles
fueron transferidas a membranas de PVDF por el método de transferencia himeda. A
continuacion las membranas fueron bloqueadas con una solucion de TBST enriquecida
con leche desnatada al 5 % durante 12 horas, e incubadas durante 1 hora con anti-c-Src
clone 327 y anti-c-Src clon 28, ambos a una dilucién de 1:2000, se lavaron 3 veces
durante 10 minutos con TBST, e incubaron con anticuerpo secundario con anti raton
conjugado con peroxidasa a una dilucion de 1:20 000 durante una hora, se lavaron 3
veces durante 10 minutos con TBS. La deteccién fue realizada por el método de ECL

4.18.  INMUNOPRECIPITACION DE Bcl-2Y ¢-Src.

4.18.1. MATERIALES

o Tampbn de lisis para Bcl-2 ( 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 137 mM CINa, 5 mM MgCl, 1
% Triton x-100)

e Tampon de lisis para ¢-Src ( 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM de EGTA, 40 mM de
glicerofosfato, 2% de nonidet NP-40, 25 mM MgCl,)

e Inhibidores de proteasas (1 mM PEFABLOC®, 10 ug/ml pepstatina A, 10 pg/mi
leupeptina)
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e Inhibidores de fosfatasas (2 mM de ortovanadato de sodio, 50 uM PAO)
e Sepharosa proteina G

o Tampén fosfato 20 MM pH 7.5

¢ AntiBcl-2

o Anti-c-Src

4.18.2. INMUNOPRECIPITACION DE Bcl-2

En placas de 15 x 100 mm fueron cultivas 1 x 107 células durante 24 h en medio
completo y recogidas con PBS frio por centrifugacién a 300 g durante 3 minutos, luego
fueron lavadas dos veces y suspendidas en un tampon de lisis que contiene 20 mM Tris-
HCl pH 7.5, 137 mM CINa, 5 mM MgCl,, 1 % Triton x-100, al que afiadié antes de su uso
1 mM PEFABLOC®, 10 pg/ml pepstatina A, 10 ug/ml Leupeptina. La ruptura fue
realizada durante 30 minutos a 4 °C. La fraccion soluble fue separada por centrifugacion
a 15.000 g durante 15 minutos y utilizada como homogeneizado clarificado para la
inmunoprecipitacion de Bcl-2, para lo cual se adiciono 2 ug de anti Bel-2 por cada 1 mg
de proteina del homogeneizado, esta mezcla fue incubada durante 12 horas en agitacion
a4°Cy el complejo anti-Bcl-2-Bcl-2 fue recuperado incubando la mezcla con 50 pl de
Sepharosa proteina G méas un volumen de tampén de union (Tampén fosfato de sodio 20
mM pH 7.5), durante 4 horas a 4 °C en agitacion. El complejo unido a la Sepharosa se
lava tres veces con tampén de union y finalmente se suspende en tampén de quinasas.
La proteina inmunoprecipitada fue guardada a -80 °C hasta el momento de su uso.

4.18.3. INMUNOPRECIPITACION DE c-Src.

Las células (1 x 107) fueron cultivadas en placas de 15 x 100 mm durante 24 h en medio
completo y recogidas con PBS frio por centrifugacion a 300 g durante 3 minutos, luego
fueron lavadas dos veces y suspendidas en un tampon de lisis que contiene: 20 mM
HEPES pH 7.5, 10 mM de EGTA, 40 mM de glicerofosfato, 2 % de nonidet NP-40, 25
mM MgCl,, 1 mM de DTT, al que se afiadié antes de su uso 1 mM de PEFABLOC®, 10
pug/ml de aprotinina, 10 pg/ml de pepstatina, 10 pg/ml de leupeptina, 2 mM de
orfovanadato de sodio, 50 uM PAO. Las muestras fueron fratadas con ultrasonidos con
tres pulsos de 10 segundos con intervalos de 3 minutos, la fraccion soluble fue separada
por centrifugacién a 15.000 g durante 15 minutos y utilizada como homogeneizado

clarificado para la inmunoprecipitacién de c-Src, para lo cudl, se afiadié 1 ug de anti c-
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Src clon 327 por cada 1 mg de proteina del homogeneizado, esta mezcla se dejo
incubando durante 12 horas en agitacion a 4°C y el complejo anti-¢c-Src-c-Src fue
recuperado incubando la mezcla con 50 ul de Sepharosa proteina G mas un volumen
de tampon de union (Tampon fosfato de sodio pH 7.5), durante 4 horas a 4°C en
agitacion. El complejo unido a la Sepharosa fue lavado fres veces con tampon de unién y
finalmente suspendido en tampon de quinasas, si no se realizaran los experimentos
inmediatamente se guardan a -80 °C. La ¢-Src activa fue inmunoprecipitada con el anti-
¢-Src clon 28 (349) siguiendo el mismo procedimiento.

4.19.  ESTUDIOS DE FOSFORILACION DE Bcl-2

4.19.1. MATERIALES

¢ Bcl-2 inmunoprecipitada
o ¢-Src inmunoprecipitada
o ATP no marcado

o [y32P]JATP

o Tampbn de quinasas

o Tampbn de Laemmili

4.19.2. PROCEDIMIENTO

Todos los experimentos de fosforilacion fueron realizados utilizando 10 pl del Bel-2
inmunoprecipitada a partir de células control como sustrato de fosforilacion. A 30 ug de
proteina de los homogeneizados problema se incuba a 30 °C durante 20 minutos en una
mezcla de reaccion que contiene 10 ul de Bcl-2 inmunoprecipitada, 20 uM de ATP, 1
uCi [y%2PJATP, y completado a 30 wl de volumen final con tampon de quinasas. La
reaccion fue terminada con 6 pl de tampon de Laemmii 5X. Las muestras fueron
calentadas a 100 °C durante 5 minutos, centrifugadas a 15.000 g durante 15 minutos y
separadas en SDS-PAGE al 12,5 %. Las proteinas contenidas en los geles fueron
transferidas a una membrana de PVDF y la radiacion incorporada fue detectada por
autoradiografia.

Cuando se realizaron los experimentos de fosforilacion de Bcl-2 por ¢-Src, la fuente de
quinasa que se utilizo fue la c-Src inmunoprecipitada a partir de células tratadas segin
las condiciones indicadas.
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4.20.  ESTUDIOS in vivo E in vitro DE LA ACTIVIDAD DE c-Src TIROSINA QUINASA.

4.201. MATERIALES

e Acido acético 50 mM

e Tamp6n HEPES 1 mM pH 7.4
e ATP no marcado

o [y32PJATP

e Enolasa

o Tampdn de quinasas

e ¢-Src inmunoprecipitada
4.20.2. MEDICION DE LA ACTIVIDAD QUINASA DE ¢-Sr¢

La actividad de quinasa de la c-Src fue medida utilizando como sustrato la enolasa
previamente desnaturalizada segun (350), para ello se prepar6 una solucién de enolasa
a una concentracion de 1.5 mg/ml, la que fue incubada con un volumen de acido acético
50 mM durante cinco minutos a 30 °C, luego la mezcla fue neutralizada afiadendo medio
volumen de HEPES 1mM pH 7.4.

Para la medicion de la actividad de quinasa, 15 ul de la ¢-Src inmunoprecipitada fue
incubada en una mezcla de reaccion que contiene 10 g de enolasa desnaturalizada, 20
uM de ATP no marcado, 1 uCi [y*2PJATP y completado a un volumen final de 30 ul con
tampén de quinasas, a 30 °C durante 20 minutos. La reaccion fue detenida agregando 6
ul de tampdn de Laemmili 5X, a continuacion fue calentada a 100 °C durante 5 minutos,
centrifugada a 15.000 g durante 15 minutos y separada en una SDS-PAGE al 10 %. Las
proteinas contenidas en el gel fueron transferidas a una membrana de PVDF y la
emision de la radiacion fue detectada por autoradiografia.

NOTA: Las membranas de PVDF después de la autoradiografia se utilizaron para
detectar por inmunodeteccion la fosforilacion en tirosina con anti PY20 y la cantidad de
¢-Src con anti-c-Src clone 327.

4.20.3. OBTENCION c-Src INACTIVA

Para obtener c-Src inactiva se cultivaron 1 x 107 células durante 6 horas en ausencia de
suero, luego fueron recogidas y lavadas dos veces en PBS frio y suspendidas en tampén
de lisis* que contiene 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM de EGTA, 40 mM de glicerofosfato,
2 % de nonidet NP-40, 25 mM MgClI?, suplementado antes de su uso con 1 mM de

68



Materiales y Métodos

PEFABLOC®, 10 pg/mi de aprotinina, 10 ug/ml de pepstatina, 10 pg/mi de leupeptina, 2
mM de ortovanadato de sodio, 50 uM PAO e incubadas durante 1 hora a 4 °C. La
inmunoprecipitacion de c-Src fue realizada siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 4.18.2.

* Es importante observar que este tampén no lleva DTT, debido a que la proteina
purificada a partir de este homogeneizado servira para realizar estudios de activacion in
vitro por NO y el DTT podria interferir en la interaccion entre los grupos tioles de la
proteinay el NO

4.204. ACTIVACION IN VITRO DE ¢-Src POR EL OXIDO NITRICO

Para la activacion in vitro de la quinasa, 10 pl del inmunoprecipitado de la ¢-Src inactiva
fue pre-incubada durante 10 minutos a 30 °C con ATP no marcado 20 pM, a
continuacion se afiadio DETAINO 10 uM, 1 uCi [y*2PJATP y se completo a 30 pl con
tampén de quinasas sin DTT, e incubo a 30 °C durante 20 minutos. La reaccion fue
terminada agregando 6 pl de tampon de Laemmii 5X, luego fue calentada a 100 °C
durante cinco minutos y separado por SDS-PAGE al 10 %. Las proteinas fueron
transferidas a membranas de PVDF y la emision de la radiacién fue detectada por
autoradiografia. En estas mismas membranas se realiza la inmunodeteccion de
fosfotirosina con anti PY20 y de c-Src total con anti ¢-Src clone 327.
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5. RESULTADOS

El papel del oxido nitrico sobre la apoptosis es polémico, ya que en muchos modelos celulares
elevadas concentraciones de 6xido nitrico exdgeno o endbgeno generado debido a la activacion
de la sintasa de 6xido nitrico inducible (NOS2) producen apoptosis (248 - 266), pero en otros
modelos tiene un efecto antiapoptético (289 - 303), es mas en todos los estudios en que se
utilizaron bajas concentraciones de 6xido nitrico, éste promueve un efecto antiapoptético (296,
299, 306). Los mecanismos moleculares mediante los cuales el NO induce ambos tipos de
respuesta aun no estan aclarados. Nosotros estudiamos ambos aspectos del papel del NO
poniendo énfasis en la participacién de la Proteina Quinasa dependiente de GMPc (PKG) en la
regulacion de estas respuestas utilizando como modelo celular las células RINmSF. Los
resultados obtenidos son presentados en dos secciones: en la primera seccion mostramos el
efecto de altas concentraciones de NO, que en tales condiciones es un inductor de apoptosis y
en la segunda seccion presentamos los resultados obtenidos utilizando bajas concentraciones de
NO en condiciones de apoptosis inducida por la ausencia de suero en las que el NO se comporta
como antiapoptotico

5.1.EL OXIDO NITRICO INDUCE APOPTOSIS EN CELULAS RINm5F
En esta seccion estudiaremos el papel proapoptotico del NO, a lo largo de ella

presentaremos los resultados obtenidos utilizando altas concentraciones de NO. En el primer
apartado de esta seccion caracterizamos el efecto apoptético del NO expresado en indices
de apoptosis tales como: a) deteccion de fragmentos de ADN por los métodos de
electroforesis en geles de agarosa, y de la deteccion inmunoldgica de fragmentos de ADN
asociados a histonas (nucleosomas o oligonucleosomas) por la técnica de ELISA, b) la
activacion de caspasas, c) la degradacion de la proteina Bcl-2, y d) la liberacion de citocromo
¢ desde la mitocondria al citoplasma; en el segundo apartado estudiaremos el efecto del NO
sobre la mitocondria poniendo especial énfasis en la participacion del poro responsable de
su permeabilidad transitoria (PT) en la liberacién de citocromo c; y en el tercer apartado
estudiaremos la relacion existente entre la respuesta apoptotica inducida por el NO y la via
de sefializacion sGC—GMPc—PKG.

5.1.1. CARACTERIZACION DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR EL OXIDO
NITRICO

En este primer apartado presentaremos los resultados obtenidos en la caracterizacion
de nuestro sistema de frabajo y consta de lo siguiente: resultados de la fragmentacion de
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ADN detectados por las técnicas de electroforesis en geles de agarosa y de ELISA, de la
activacién de caspasas, de la degradacion de Bcl-2 y de la liberacion de citocromo ¢
desde la mitocondria al citoplasma.

5.1.1.1.FRAGMENTACION DE ADN
La interleuquina-18 y los dadores de oxido nitrico inducen la aparicion de

indicadores apoptdticos. La Figura 1 A muestra que tanto el 6xido nitrico generado
por la activacién de la NOS2 inducida por la IL-1P, asi como el 6xido nitrico liberado
por el nitroprusiato de sodio (SNP) en solucién acuosa, inducen la aparicion de
fragmentos de ADN en forma de escalera tipicas de la muerte celular por apoptosis.
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Figura 1. Efecto de la Interleuquina 18 (IL-1PB) y el Nitroprusiate de Sodio (SNP) sobre la fragmentacion
de ADN. A. Los fragmentos de ADN inducidos por el NO pueden ser detectados por la técnica de electroforesis
en geles de Agarosa. Las células fueron cultivadas durante 24 horas con IL-18 (50 U/ml) y 12 horas conl SNP (1
mM). La técnica de deteccion de oligonucleosamas por electroforesis en geles de agarosa fue realizada
conforme al procedimiento detallado en Materiales y Métodos. B y C. Cinética de fragmentacion de ADN inducido
por NO endbgeno y exégeno. Las células fueron cultivadas durante 0, 6, 12, 18, 24 y 36 horas con IL-18 50 Uml
en presencia o ausencia de NMMA 400 pM y 0, 2, 6, 12 y 18 h con SNP 1 mM. La determinacion de la
fragmentacion de ADN por el método de ELISA fue realizada conforme al procedimiento detallado en Materiales
y Métodos. Para A la Figura es representativa de fres experimentos independientes, para B y C los resultados
corresponden a la media + la desviacion estandar de fres experimentos independientes

La deteccion de la sefial por esta técnica sélo es posible cuando el grado de
apoptosis es avanzado, en estadios iniciales como alas 10 horas con IL-1B8 0 alas 2
horas con SNP no nos fue posible detectar sefial alguna, por esta razon probamos
ofras técnicas de deteccion de fragmentos de ADN que tengan mayor sensibilidad a
etapas tempranas de la apoptosis, la técnica que con la que se obtuvieron mejores
resultados fue la deteccion inmunolégica de nucleosomas por ELISA. Los resultados
obtenidos se muestran en las Figuras 1B y 1C. La fragmentacién de ADN inducida
por la IL-18 fue seguida a lo largo de 36 horas y la inducida por el SNP fue de 12
horas. Como se observa los fragmentos de ADN fueron detectados a partir de las
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dos horas para el caso del SNP y a partir de las 10 horas para el caso de la IL-1p. El
hecho que la fragmentacion de ADN inducida por la IL-1B sea practicamente
inhibida por el NMMA un inhibidor de las NOS confirma que la apoptosis inducida
por esta citoquina es debida al NO.

5.1.1.2. ACTIVACION DE CASPASAS
El hecho de que los inhibidores de caspasas, el Z-VAD-FMK un inhibidor general de

caspasas y el Z-YVAD-FMK un inhibidor de caspasa 1, disminuyen la fragmentacion
de ADN inducida por el SNP indican que la activacién de caspasas es un paso
importante en la apoptosis inducida por el NO (Figura 2 A). Sin embargo, no
detectamos actividad alguna cuando se realizo la medicion directa de la actividad de
la caspasa 3 y de la caspasa 1 en los homogeneizados, cosa que era
incomprensible ya que los resultados de fragmentacién de ADN indicaban que se
produce activacion de caspasas.
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Figura 2. En la apoptosis inducida por el NO se produce la activacion de caspasas. A. La fragmentacion de
ADN inducida por e NO es inhibida por el Z-VAD.FMK y el Z-YVAD.FMK. Las células fueron cultivadas durante
los tiempos indicados en medio de cultivo conteniendo SNP 1 mM, Z-VAD.FMK 50 uM y Z-YVAD.FMK 100 M.
La fragmentacion de ADN fue determinada segln el protocolo descrito en Materiales y Métodos. B. El estado
redox del medio de reaccion determina fa actividad de caspasa 3. Homogeneizados provenientes de células
ta&dasconestawosporinﬂudeantesietehorasfueronincubadosinvikoconSNP1deuranta30
minutos y posteriormente con DTT 20 mM durante 20 minutos, los homogeneizados coniroles y tratados fueron
pasados por una columna de Sephadex G-25 Y luego la actividad de caspasas fue medida segin como se indica
en Material y Métodos. C y D. EI NO induce la activacion de caspasa 3y caspasa 1. La actividad de caspasas
fue medida en homogeneizados provenientes de células que fueron tratadas con SNP 1 mM durante los bempos
indicados tal como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media + la desviacion

72



Resultados

estandar de cinco experimentos independientes. Para la comparacion de grupos se uso ANOVA de una via, *
estadisticamente significativo ( p < 0.05) con respecto al control.

En el proceso de estandarizacion de la técnica observamos que cuando los
homogeneizados que tenian alta actividad de caspasas provenientes de células

tratadas con estaurosporina eran incubados in vitro con SNP 1 mM la actividad de
| caspasa 3 esta inhibida completamente (Figura 2B), lo que indica que el NO puede
inhibir directamente a la caspasa 3. Al mismo tiempo fueron apareciendo referencias
bibliograficas de que el NO puede inactivar a las caspasas por S-nitrosilacion del
residuo de cisteina de su sitio activo(84, 85, 294, 297, 304, 305), lo que viene a
explicar la razén por la que no podiamos medir directamente la actividad de
caspasas en los homogeneizados, nosofros enconframos que este fendmeno es
reversible dependiendo del estado redox del medio de reaccion. Cuando al medio de
reaccion se adicionan altas concentraciones de DTT se recupera la actividad, previa
eliminacion del exceso de sustancias 6xido-reductoras a través de una columna de
sephadex G-25 ( Figura 2B). Con estos ajustes a la técnica de medicion de
caspasas a continuacion se procedié a medir la cinética de activacion de la caspasa
3 y de la caspasa 1 inducidas por el SNP (Figura 2C y 2D), los resultados
encontrados indican que la caspasa 3 es activada rapidamente entre la primera y
segunda hora de incubacién, en cambio la caspasa 1 es activada lenta pero
continuamente desde el inicio de la incubacion.

5.1.1.3.SALIDA DE CITOCROMO C.

Tanto el NO endégeno generado por la activacion de la NOS2 por la IL-1B, como el
NO exégeno liberado a partir de dadores como el SNAP, SIN-1y el SNP inducen Ia
liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria hacia el citoplasma (Figuras 3Ay 3B),
La comprobacion de que el efecto de la IL-1B es mediada por el NO se realizd
inhibiendo la actividad de la NOS2 con el NMMA, en tales condiciones se observa
que el NMMA cancela el efecto de la IL-1B (Figura 1A). La liberacién de citocromo ¢
inducida por el SNP puede detectarse a partir de la primera hora de tratamiento, la
sefial es mayor a las 12 horas y es parcialmente degradada a las 24 horas (Figura
3B). En la siguiente seccién abordaremos con mayor detalle el papel de la
mitocondria en la apoptosis inducida por el NO.
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Figura 3. El NO induce la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria. A. Liberacion de citocromo ¢
inducido por NO exégeno y NO generado por Ia IL-1B. Las células fueron expuestas a SNAP y SIN-1
durante 15 horas y a la IL-1B y IL-1B + NMMA por 24 horas. B. Cinética de liberacion de citocromo ¢
inducida por el SNP. Los exiractos citosélicos fueron preparados a partir de células expuestas a SNP
durante los tiempos indicados. Las inmunodetecciones de citocromo ¢ fueron realizadas segiin el protocolo
descrito en Materiales y Métodos. Las figuras son representativas de tres experimentos independientes

5.1.1.4. DEGRADACION DE Bcl-2

Otro indice de muerte celular por apoptosis es la degradacion de la proteina Bcl-2,
en la Figura 4 A, se observa que tanto el NO exégeno liberado por el SNP y el NO
enddgeno producido la NOS2 al ser inducida por la IL-18 provocan la degradacion
de la proteina Bcl-2. La degradacion inducida por la IL-1B es completamente
restablecida por accion del NMMA lo que indica que es una consecuencia de la
accion del 6xido nitrico. La Figura 4B muestra que la degradacion de Bcl-2 inducida
por el SNP es dependiente del tiempo, se observa que la degradacion de Bcl-2
puede ser detectada a partir de las 6 horas de exposicién al SNP.

(R)
Bel-2

- + - - SNP 1 mM

- - + + IL-18 50 Uimi
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control 6 12 18 24 Time (h)

Bcl-2

Figura 4. El NO produce la degradacién de Bcl-2. A. Degradacién de Bcl-2 inducida por ¢l NO exégeno y NO
generado por la IL-1B. Las células fueron expuestas a SNP durante 12 horas y a la IL-1B y IL-1p + NMMA por 24
horas. B. Cinética de degradacion de Bcl-2 inducida por el SNP. Los extractos citosolicos fueron preparados a
partir de células expuestas a SNP durante los tiempos indicados La inmunodeteccion de Bcl-2 fue realizada
segan el protocolo descrito en Materiales y Métodos. Las figuras son representativas de fres experimentos
independientes

74



Resultados

5.1.2. PAPEL DE LA MITOCONDRIA EN LA APOPTOSIS INDUCIDA POR EL
NO.

Los mecanismos por los cuales el NO induce la salida de citocromo ¢ desde la
mitocondria al citoplasma ain no estan dilucidados, en este apartado presentamos
evidencias de que tanto la disminucion de la actividad energética de la mitocondria como
mecanismos dependientes de la apertura del poro responsable de la permeabilidad
transitoria mitocondrial (PT) participan en ésta accion. En primer lugar estudiaremos el
efecto del NO sobre la actividad metabélica mitocondrial, luego su efecto sobre el
hinchamiento mitocondrial por medio de la apertura del PT, a continuacion estudiaremos
el efecto del atractilosido sobre la salida de citocromo ¢ y finalmente el efecto de
inhibidores de PT sobre la salida de citocromo c.

51.21.EL EFECTO DEL NO SOBRE LA ACTIVIDAD METABOLICA
MITOCONDRIAL

El uso de altas concentraciones de NO podria estar afectando la actividad de la
mitocondria, posiblemente debido a la accién que pueda ejercer sobre la cadena
respiratoria y la actividad de enzimas de la mitocondria, un modo de medir esto es
utilizando la capacidad de la succinato-tetrazolio reductasa, una enzima de la
cadena respiratoria, de romper las sales de tetrazolio y convertirlas en formazan la
que puede ser detectada por colorimetria. La figura 5 muestra los resultados de
actividad metabélica mitocondrial obtenidos cuando las células son tratadas con
diferentes donadores de NO, se observa que el SNP a concentraciones de 1 mM
ejerce un fuerte efecto en la disminucién de la actividad metabélica, nosotros
exploramos la posibilidad que el efecto no sea exclusivamente causado por el NO,
sino por el cianuro de potasio, que es el ligando del NO, y los resultados
encontrados efectivamente confirman que hay un efecto conjunto de tanto del NO
como del cianuro de potasio, ya que este produce una rapida disminucion de la
actividad metabélica pero en menor magnitud que el NO. Respecto a los demas
donadores de NO, es el DETA/NO el que produce una rapida y mayor disminucion
de la actividad metabdlica mitocondrial, mientras que los deméas donadores
producen una disminucion lenta y de menor intensidad. Estos resultados indican que
el NO afecta la actividad mitocondrial.
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Figura 5. Efecto del NO sobre la actividad metabélica mitocondrial. Las células fueron incubadas en
presencia o ausencia de los dadores de NO a las concentraciones y tiempo indicados. La actividad metabélica
fue medida de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. Los valores son la media + la desviacion estandar
de tres experimentos independientes

51.22.EL EFECTO DEL NO SOBRE LA APERTURA DEL PORO
MITOCONDRIAL RESPONSABLE DE SU PERMEABILIDAD
TRANSITORIA (PT)

En la figura 3 se mostr6 que el NO induce la liberacion de citocromo ¢ de la
mitocondria hacia el citoplasma, sin embargo alin no se conocen qué mecanismos lo
regulan. Nosotros exploramos la posibilidad que el NO pueda inducir la salida de
citocromo ¢ a través de la apertura del PT, para ello en primer lugar realizamos
experimentos in vitro de hinchamiento de las mitocondrias como medida de
activacion del PT en mitocondrias aisladas a partir de corazon de rata. La figura 6
muestra el efecto del SNP sobre el hinchamiento de la mitocondria, se observa que
el SNP alos 10 minutos inicia una induccién de actividad de PT que es maxima a los
30 minutos y luego se mantiene constante, esta activacion es cancelada
completamente por efecto de la ciclosporina A (CsA), un inhibidor de la actividad del
PT, el mecanismo de accion de la CsA ha sido ampliamente revisado en (194, 353),
este mecanismo se puede resumir en que la CsA previene la asociacion de la
ciclofilina D y M (CyP-D, CyP-M) con la proteina transportadora de nucleétidos de
adenina (ANT) interaccion que es necesaria para la activacion del PT, la union de la
CsA es en el sitio activo de las CyP, el que es crucial para que estas se unan ala
ANT.
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Figura 6. Efecto del SNP y del Atractilésido sobre el hinchamiento de la mitocondria. Las mitocondrias
aisladas a parfir de corazon de rata fueron incubadas con SNP 1 mM y Atractilosisdo 25 uM, en presencia o
ausencia de ciclosporina A (CsA) 25 nM. La medicion del hinchamiento de las mitocondrias fue realizado segin

el procedimiento que se detalla en Materiales y Métodos. Los valores representan la media + la desviacion
estandar de tres experimentos independientes.

Por otro lado estudiamos el efecto de un conocido activador de PT, el atractilsido,
compuesto del que se conoce ampliamente su mecanismo de accion como inductor
del PT (194), cuando las mitocondrias son incubadas con 25 puM de atractilosido se
produce el hinchamiento a los 20 minutos y luego se mantiene constante, esta
accion también es inhibida por la CsA. En resumen en este grupo de experimentos
de hinchamiento de la mitocondria demuestran que el SNP induce la apertura del PT
de manera similar al atractilésido, y que ambos fenémenos son inhibidos por la CsA,
lo que lleva a pensar que ambos compuestos tienen un mecanismo de accion
similar, siendo asi, el atractilosido al igual que el NO debe inducir la liberacién de
citocromo ¢, la que debe ser inhibida por el efecto de la CsA.

La Figura 7 se muestran los resultados de experimentos realizados in vitro con
mitocondrias aisladas a partir de corazén de rata y de experimentos realizados in
vivo en cultivo de células, expuestas al atractilésido, a la IL-1p y al SNP en
presencia y ausencia de CsA, en el panel A se observa que el atractilosido y el SNP
provocan la liberacién de citocromo ¢ en mitocondrias aisladas y que dicha accion
es prevenida por la CsA. En el panel B se muestra la cinética de liberacion de
citocromo ¢ en cultivo de células que fueron expuestas al atractilésido, se puede
resaltar el hecho de que el atractilésido induce la liberacion de citocromo a partir de
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la primera hora de exposicion y que es similar a la accién inducida por el SNP. Los
paneles C, D y E muestran que en cultivo de células la liberacion de citocromo ¢
inducida por el atractilésido , el SNP y la IL-1B son inhibidas significativamente por la
CsA. En vista que el mecanismo de accion de la CsA es a través de la inhibicion del
PT, se puede concluir que en la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria es un
mecanismo dependiente de la apertura del PT.
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Figura 7. Efecto de la ciclosporina A sobre la liberacion de citocromo c. A. La CsA disminuye la liberacion
de citocromo c inducida por el alractildsido y el SNP en mitocondrias aisladas de corazén de rata. Las
mitocondrias (50 pg de proteina fotal) fueron incubadas durante una hora en presencia o ausencia de
atractilosido 25 uM, SNP 1 mM y CsA 25 nM, la inmunodeteccion de citocromo c fue realizada en la fraccion
sobrenadante obtenida por centrifugacion a 15.000 g segin el protocolo que se describe en Materiales y
Métodos. B. Cinética de liberacion de citocromo ¢ inducida por el atractilésido en cultivo de células RINmSF. Las
células fueron cultivadas en presencia de afractilésido 25 uM durante los tiempos indicados. C.D.E. La CsA
diminuye la liberacion de citocromo ¢ inducida por el atractilésido, la IL-1B y el SNP en cultivo de células
RINmSF. Las células fueron cultivadas durante 12 horas en presencia o ausencia de afractilosido 25 uM, SNP 1
mM y CsA 25 nM y de 24 horas en presencia de la IL-1B. La inmunodeteccion fue realizada segin el
procedimiento descrito en Materiales y Métodos Las figuras son representativas de tres experimentos
independientes.

5.1.2.3.EL CITOCROMO C PARTICIPA EN LA CASCADA APOPTOTICA
INDUCIDA POR EL NO

En los apartados anteriores se ha mostrado que tanto el NO como el atractilésido
promueven la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria y que este fenémeno es
dependiente de la apertura del PT, en consecuencia este es uno de los mecanismos
por los que el NO induce la apoptosis, sin embargo queda aun por demostrar que en
nuestro modelo de estudio la liberacion de citocromo c¢ inicia una cascada apoptética
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como la que fue descrita por (45), para demostrar esto en primer lugar nosotros
estudiamos el efecto de la inhibicion de la liberacion de citocromo ¢ por la CsA sobre
la actividad de caspasa 3, nuestros resultados muestran que asi como la CsA inhibe
la salida de citocromo ¢, también inhibe significativamente la activacion de caspasa
3 (Figura 8A) inducida por el SNP. Luego en experimentos in vitro encontramos que
el citocromo ¢ en presencia de dATP puede incrementar la actividad de caspasa 3
en homogeneizados provenientes de células control y no tiene un efecto significativo
en homogeneizados provenientes de células tratadas con SNP (Figura 8B).
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Figura 8. La liberacién de citocromo ¢ participa en la apoptosis inducida por el NO. A. La CsA dlsmmuye la
activacion de caspasa 3 inducida por el NO. Laactmdaddewspasasfuemedldaenh

provenientes de células que fueron tratadas con SNP 1 mM en presencia o ausencia de CsA 25 nM durante los
tiempos indicados tal como se indica en Materiales y Métodos. B. El citocromo ¢ produce la activacion de
caspasa 3 in vitro. Homogeneizados provenientes de células control y células fratadas durante 12 h con SNP 1
mM fueron incubados durante 30 minutos con citocromo ¢ 10 uM, dATP 1 mM y ortovanadato de sodio 1 mM. La
actividad de caspasas fue medida seglin el protocolo descrito. en Materiales y Métodos. Los resultados
representan la media + la desviacion estandar de cinco experimentos independientes. Para fa comparacion de
grupos se uso ANOVA de una via, * estadisticamente significativo p < 0.05 con respecto al control.

El efecto del Z-VAD.FMK , un inhibidor general de caspasas, sobre la liberacion de
citocromo ¢ se muestra en la Figura 9A, en ella se observa que el Z-VAD.FMK inhibe
parcialmente la liberacion de citocromo ¢ inducida por la IL-1B y el SNP, estos
resultados indican que la liberacion de citocromo ¢ es iniciado por el efecto del NO
sobre la apertura del PT y que luego se establece un efecto de retroalimentacion con
la activacion de caspasas. También observamos el efecto del Z-VAD.FMK sobre la
degradacion de Bcl-2 inducida por el SNP (Figura 9B), los resultados muestran que
la degradacion de Bcl-2 inducida por el NO es secundaria al efecto del NO sobre el
PT y ala activacién de caspasas.
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Figura 9. Efecto de la inhibicién de caspasas sobre la liberacién de citocromo ¢ y la degradacion de bcl-2.
A. La inhibicion de caspasas inhibe parcialmente la liberacién de citocromo ¢ inducica por el NO. Las células
fueron tratadas con SNP 1 mM durante 12 horas y con IL-1B durante 24 horas en presencia o ausencia de Z-
VAD.FMK 50 pM. La inmunodeteccion de citocromo ¢ fue realizada segin el protocolo que se detalla en
Materiales y Métodos. B. La inhibicion de caspasas cancela completamente la degradacion de Bcl-2. Bel-2 fue
inmunodetectada a partir de homogeneizados provenientes de células tfratadas con SNP 1mM durante 12 horas
en presencia o ausencia de Z-VAD.FMK 50 uM de acuerdo al protocolo que se detalla en Materiales y Métodos.
Las figuras son representativas de tres experimentos independientes.

5.1.3. EL OXIDO NITRICO INDUCE LA ACTIVIDAD DE LA GUANILATO
CICLASA'Y DE LA PROTEINA QUINASA GMPc DEPENDIENTE

La sefializacion inducida por el NO esta clasicamente relacionada con la activacion de la
guanilato ciclasa soluble (sGC), la produccion de GMPc y la consiguiente activacion de
la proteina quinasa dependiente GMPc (PKG), recientemente se ha propuesto que la
apoptosis inducida en células beta productoras de insulina HIT-T15 esta mediada por el
sistema SGC/PKG (253), nosofros estudiamos en células RINmSF si la apoptosis
inducida por el NO esta mediada por la via del GMPc. En el primer apartado de esta
seccion mostramos que las células RINm5F presentan actividad de sGC y de PKG, y su
regulacion por altas concentraciones de NO y en el segundo apartado la regulacion de la
apoptosis inducida por el NO por la via de la sSGC/PKG.

5.1.3.1.LAS CELULAS RINmSF PRESENTAN ACTIVIDAD DE GUANILATO
CICLASA SOLUBLE (sGC) Y DE PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE
DE GMPc¢ (PKG), REGULABLES POR EL NO.

En primer lugar estudiamos si las células RINmSF presentan actividad de sGC y de
PKG. En la Figura 10 A se muestran que éstas células presentan una actividad de
sGC basal, la que es estimulada por el SNP, la magnitud de la estimulacién es
dependiente de la duracién de los periodos de exposicion, en periodos de exposicion
cortos (0-5-1.0 h) el SNP incrementa rapidamente la actividad enzimatica NO-
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activada, a largos tiempos de exposicion (2.0-4.0 h) se inicia una sustancial
reduccion de la actividad enziméatica NO-activada, llegando a ser estadisticamente
comparables con la actividad enzimatica basal a las 4.0 h de exposicion. La
actividad enzimatica basal de la sGC no fue significativamente afectada por la
exposicion al SNP.
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Figura 10. Efecto de la exposicion del SNP sobre la actividad de la Guanilato Ciclasa soluble (sGC) y
Proteina Quinasa dependiente de GMPc (PKG) en células RINmSF. A. Actividad de sGC. Homogeneizados
provenientes de células control y de células expuestas a SNP 1 mM durante 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 horas fueron
utilizados para determinar la actividad enzimética basal y NO-activada de sGC de acuerdo al procedimiento
descrito en Materiales y Métodos. B. Cinética de Activacion de PKG inducida por el NO. La actividad de PKG fue
medida en homogeneizados de células expuestas a SNP 1 mM durante los tiempos indicados siguiendo el
protocolo descrito en Materiales y Métodos. C. Efecto del GMPc sobre la actividad de la PKG inducida por el
SNP 1 mM. En homogeneizados provenientes de células control y células expuestas a SNP 1 mM durante 12
horas fue medida la actividad de PKG en presencia o ausencia de GMPc 10 pM segn el protocolo que se
describe en Materiales y Métodos. D. Efecto del ODQ sobre la actividad de la PKG. La actividad de PKG fue
medida en homogeneizados provenientes de células que fueron expuestas a SNP 1 mM en presencia o
ausencia de ODQ 10 uM segln el protocolo que se describe en Materiales y Métodos. Los datos representan la
media + la desviacion estandar de tres experimentos independientes. *

En la Figura 10 B se muestra que las células RINmSF presentan actividad de la PKG
la que es rapidamente incrementada hasta en 10 veces cuando las células son
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expuestas al SNP, es importante hacer notar que a las 4 horas de exposicion hay
una disminucidn significativa de la actividad de la PKG que se restablece a las 6
horas y es maxima a las 12 h de exposicién. En la Figura 10 C se observa que la
adicion de GMPc al sistema de ensayo incrementa en 10 veces la actividad de la
PKG de los homogeneizados provenientes de células control, pero no tiene ningan
efecto sobre la actividad de la PKG en los homogeneizados provenientes de células
tratadas con SNP. La Figura 10 D muestra que el ODQ un inhibidor especifico de la
sGC bloquea completamente la activacion de la PKG inducida por periodos cortos
de exposicion al SNP (0.5 h), pero no inhibe cuando los periodos de incubacion son
largos (6.0 - 12.0 h)

5.1.3.2. REGULACION DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR EL NO EN LAS
CELULAS RINm5F

En este apartado estudiamos la regulacion del sistema sGC/PKG sobre la liberacion
de citocromo ¢ de la mitocondria al citoplasma, la activacion de caspasas, el efecto
del NO sobre el ADN y la necrosis celular, y la degradacion de Bcl-2. T

5.1.3.2.1. REGULACION DE LA LIBERACION DE CITOCROMO C
INDUCIDA POR EL NO EN LAS CELULAS RINm5F

En la Figura 11 A se muestra que tanto el ODQ un inhibidor de la sGC y el KT-
5823 un inhibidor de la PKG no son capaces de contrarrestar las acciones
inducidas por el NO generado quimicamente sobre la liberacién de citocromo ¢
de la mitocondria. Por otro lado la exposicion de las células al analogo dibutiril
del GMPc (dbGMPc) induce la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria al
citoplasma accién que es completamente prevenida por el KT-5823. Similares
resultados fueron obtenidos cuando el NO fue generado endégenamente luego
de la exposicion de las células ala IL-1B (Figura 11 B)
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Figura 11. Papel del GMPc sobre la liberacién de citocromo ¢ inducida por el NO. A. Liberacion de
citocromo ¢ inducida por el SNP y el dbGMPc. La liberacion de citocromo ¢ fue detectada en
homogeneizados provenientes de células que fueron expuestas a SNP 1 mM y doGMPc¢ 300 uM durante 12
h en presencia o ausencia de ODQ 10 uM y de KT-5823 0.5 uM, los que fueron adicionados 30 minutos
antes de la adicion de SNP y dbGMPc segin el procedimiento que se detalla en Materiales y Métodos. B.
Liberacién de citocromo ¢ inducida por la IL-1B. La liberacion de citocromo ¢ fue detectada en
homogeneizados provenientes de células que fueron expuestas a IL-1p 50 U/ml durante 24 horas en
presencia o ausencia de ODQ 10 uM y de KT-5823 0.5 uM que fueron adicionados 30 minutos antes que la
IL-1P segin el procedimiento que se detalla en Materiales y Métodos. Las figuras son representativas de al
menos fres experimentos independientes

5.1.3.2.2. REGULACION DE LA FRAGMENTACION DE ADN Y LA
NECROSIS CELULAR INDUCIDA POR EL NO EN LAS CELULAS
RINmS5F .

La figura 12 A muestra que tanto la fragmentacion inducida por el SNP y la IL-B
no fueron inhibidas ni por el ODQ ni por el KT-5823, por el contrario la
fragmentacion inducida por el GMPc fue completamente prevenida por el KT-
5823. El SNP, la IL-1B y el dbGMPc estimulan la liberacion de LDH al medio, la
que es completamente prevenida por la inhibicion de la via sGC/PKG con el
ODQYy el KT-5823 (Figura 12 B).
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Figura 12. La fragmentacién de ADN es independiente del sistema sCG/PKG. Las células fueron
expuestas durante 12 horas al SNP 1 mM, dbGMPc¢ 300 mM y durante 24 h a fa iL-1p S50U/ml, en presencia
0 ausencia de los inhibidores ODQ 10 pM y KT-5823 0.5 uM, los cuales fueron adicionados media hora
antes que el SNP, dbGMPc y la IL-1B. A. Fragmentacién de ADN en nucleosomas. B. Porcentaje de
liberacion de LDH al medio de cultivo. Los datos representan la media + la desviacién estandar de tres a
cuatro experimentos independientes.

5.1.3.2.3. REGULACION DE LA DEGRADACION DE Bcl-2 INDUCIDA
POR EL NO EN CELULAS RINm5F .

El efecto del SNP y el dbGMPc sobre los niveles de Bcl-2 es mostrado en la
Figura 13. La degradacion de Bcl-2 inducida por la exposicion de las células al
SNP no puede ser prevenida por la adicion del inhibidor de la PKG (KT-5823),
por el contrario la degradacion inducida por el dbGMPc es completamente
inhibida por el KT-5823

SNP 1o dbcGMP 300 pd

confrol . + - + KT-5823105 pM

Bel2

Figura 13. Efecto del KT-5823 sobre la degradacion de Bcl-2 inducida por el SNP y el dbGMPc. Las
células fueron cultivadas durante 12 horas con las adiciones -indicadas en la figura. La figura es
representativa de tres experimentos independientes

5.2.EL OXIDO NITRICO A BAJAS CONCENTRACIONES PROTEGE DE LA
APOPTOSIS EN CELULAS RINm5F

En esta segunda seccion vamos a presentar los resultados en los que bajas concentraciones
de NO inician la aparicion de respuestas anti-apoptoticas. En el primer apartado vamos a
caracterizar un sistema apoptético producido por la retirada de suero del medio de cultivo
tomando como referencia a los indices de apoptosis tales como la liberacion de citocromo ¢,
la activacion de la caspasa 3, la degradacién de Bcl-2, y un nuevo indice de apoptosis
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relacionado con la capacidad que tienen los homogeneizados de fosforilar a la proteina Bcl-2
cuando esta se utiliza como sustrato de una reaccién de quinasas, a éste indice lo hemos
llamado actividad Bcl-2 quinasa. En el segundo apartado presentamos evidencias de que
bajas concentraciones de NO pueden contrarrestar los efectos apoptéticos inducidos por la
retirada de suero del medio de cultivo. En el tercer apartado presentamos los resultados
sobre el sistema de regulacion de la respuesta anti-apoptética inducida por el NO,
principalmente relacionados con la participacion de la cSrc tirosina quinasa y del sistema
sGC/PKG.

5.21. LA RETIRADA DE SUERO DEL MEDIO DE CULTIVO INDUCE LA
APOPTOSIS EN CELULAS RINm5F .

Cuando las células RINmSF fueron cultivadas en un medio de cultivo sin suero,
manifiestan caracteristicas apoptéticos después de las doce horas, tales como la
liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria y la activacién de la caspasa 3 (Figura 14 A-
B).
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Figura 14.Apoptosis inducida por la retirada de suero en células RINmSF. A. Cinética de liberacion de citocromo ¢
desde fa mitocondria inducida por la retirada de suero. El citocromo ¢ fue inmunodetectado a partir de la fraccion
citoplasmética de acuerdo al protocolo que se describe en Materiales y Métodos. B. Efecto de la retirada de suero
sobre la actividad de caspasa 3. La actividad de DEVDasa fue medida tal como se describe en Materiales y Métodos.
C. Efecto de la retirada de suero sobre la actividad Bcl-2 quinasa. La actividad Bcl-2 quinasa de los homogeneizados
de células cultivadas en medio sin suero durante los tiempos indicados fue medida como la incorporacion de [y-%2P] en
la proteina Bel-2 inmunoprecipitada a partir de células control de acuerdo al procedimiento detallado en Materiales y
Métodos. A, C: Las figuras son representativas de 3 experimentos independientes, B: los datos representan la media
+ la desviacion estandar de fres experimentos independientes.

La retirada de suero también afecta la actividad Bcl-2-quinasa. La figura 14 C muestrala
dependencia de tiempo de la retirada de suero sobre la actividad Bcl-2 quinasa. Se
observa que después de un incremento de la fosforilacion en la primera hora de la
retirada de suero, la actividad Bcl-2-quinasa disminuye hasta un 50 % del control a las 6
horas y permanece asi hasta después de las 15 h.

Es importante notar que la disminucion de la actividad Bcl-2-quinasa precede a la salida
de citocromo ¢ de la mitocondria y a la activacion de la caspasa 3.
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5.2.2. EL NO SUPRIME EL EFECTO DE LA RETIRADA DE SUERO DEL
MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR Y LA APOPTOSIS
EN CELULAS RINm5F

El efecto antiapoptotico de bajas concentraciones de DETA/NO es mostrado en la Figura
15. La viabilidad celular disminuye dramaticamente después de 15 h de la retirada de
suero, esta accion es contrarrestada por la adicion de DETA/NO 10 uM (Figura 15A). La
exposicion in vivo al DETA/NO disminuye significativamente [a activacion de caspasa 3
(Figura 15B);, en experimentos in vitro se encontr6 que la inhibicion directa de la
actividad de caspasa 3 por el DETA/NO fue solamente aparente a concentraciones
superiores a 100 uM (Figura 15C).
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Figura 15.Efecto del NO sobre la viabilidad celular y la activad de caspasas en células cultivadas en ausencia
de suero. A, EI NO restaura fa viabilidad celular en células crecidas en ausencia de suero. Las células fueron cultivas
en medio sin suero durante 15 horas en presencia o ausencia de DETA/NO 10 uM. La viabilidad celular fue medida
segln el protocolo descrito en Materiales y Métodos. B. EI NO disminuye la actividad de caspasa 3 inducida por la
refirada de suero. Las células fueron cultivas en medio sin suero durante 15 horas en presencia o ausencia de
DETA/NO 10 pM. La actividad de DEVDasa fue medida de acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos. C.
Efecto del NO sobre la actividad de caspasa 3. En los homogeneizados provenientes de células que crecieron en
medio sin suero fueron expuestos a concentraciones de DETA/NO de 10, 100 y 400 uM. La actividad de DEVDasa fue
medida de acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos. AB : Los datos representan la media = la
desviacion estandar de 4 experimentos diferentes, * p < 0,005 con respecto a las células control. C: los datos
representan la media + la desviacion estandar de 3 determinaciones.

Ademas, tanto la liberacion de citocromo ¢ y la degradacion de Bcl-2 en células que han
crecido en ausencia de suero fueron parcialmente suprimidas por la presencia de
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DETA/NO 10 uM (Figura 16A). La actividad Bcl-2 quinasa disminuida por la retirada de
suero también fue significativamente restablecida por el DETA/NO 10 uM (Figura 16B)

(A) B)
Retirada de suero Retirada de suero

control . +  DETANO

P-Bck2

Figura 16. Efecto del NO sobre Ia liberacién de citocromo ¢, degradacion de Bcl-2 y actividad Bel-2
quinasa inducidas por la retirada de suero. A. La liberacién de citocromo c y la degradacion de Bcl-2 inducida
por la retirada de suero es prevenida por la exposicién al NO. Las células fueron cultivadas en medio sin suero
durante 15 horas en presencia o ausencia de DETA/NO 10 uM. La inmunodeteccion de citocromo ¢ y de Bcl-2
fue realiza segiin los protocolos descritos en Materiales y Métodos. B. La exposicién al NO induce el incremento
de la actividad Bcl-2 quinasa en células que crecieron en medio sin suero. Las células fueron cultivadas en
medio sin suero durante 15 horas en presencia o ausencia de DETA/NO 10 uM. La actividad quinasa de los
homogeneizados sobre ia proteina Bcl-2 inmunoprecipitada fue realizada segin el protocolo descrito en
Materiales y Métodos. Los valores de densidad de la sefial en la autoradiografia indican la incorporacion de fy-
%P] en Bcl-2. Los valores fueron normalizados al confrol que fue definido como 1. Las figuras son
representativas de 3 experimentos independientes. Los datos de densidad representan la media + la desviacion
estandar de 3 experimentos diferentes

5.2.3. LA RETIRADA DE SUERO DEL MEDIO DE CULTIVO DESENCADENA
LA DIS[VIINUCION DE LA ACTIVIDAD TIROSINA QUINASA DE LA ¢Src EN
LAS CELULAS RINmSF

La Figura 17 A muestra que los niveles de ¢-Src activa disminuyen notablemente cuando
las células son cultivadas en un medio sin suero durante 5 horas. Esta accion fue
completamente prevenida cuando se adiciond al medio DETA/NO 10 uM. La c-Src
activa fue reconocida por un anticuerpo monoclonal especifico anti-c-Src (clon 28) que
reconoce la porcion carboxilo terminal de la proteina que contiene el residuo tirosina 527
desfosforilado (349). Los niveles totales de c-Src no son afectados segun lo que se
muestra en la inmunodeteccién con anticuerpo monoclonal anti-c-Src (Clon 327) que
reconoce el dominio BH3 de la proteina. La actividad tirosina quinasa fue medida como
la capacidad que tiene la ¢c-Src inmunoprecipitada de fosforilar a la enolasa que se utiliza
como sustrato. La figura también muestra que la disminucion en la actividad tirosina
quinasa inducida por la refirada de suero fue contrarrestada por el DETA/NO 10 uM.
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Figura 17 El NO cancela la inhibicién de la c-Src tirosina quinasa producida por la retirada de suero. A. La
retirada de suero del medio de cultivo y el NO regulan la actividad tirosina quinasa de la ¢-Src. Las células fueron
cutivadas en medio sin suero durante 5§ horas en ausencia o presencia de DETA/NO 10 pM. c-Src fue
inmunodetectado en los homogeneizados de las células con anti-c-Src clon 28 y anti-c-Src clon 327. La actividad de
tirosina quinasa de la c-Src inmunoprecipitada con anti-c-Src clon 28 fue medida por la incorporacion de [y-3P] en la
enolasa que se utilizé como sustrato y detectada por autoradiografia. B. La actividad de c-Src tiene comrelacion con su
fosforilacion en tirosina. La ¢-Src a partir de los homogeneizados fue inmunoprecipitada con el anti-c-Src clon 327 fue
separada e inmunodetectada utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina (PY20) o un anti-cSrc clon 327 de acuerdo al
protocolo que se describe en Materiales y Métodos. Las figuras son representativas de al menos tres experimentos
independientes

La Figura 17 B muestra que la ¢-Src inmunoprecipitada con el clon 327 a partir de
células que crecen en medio que contiene suero presentan altos niveles de fosforilacion
en residuos de tirosina. La retirada de suero desencadena la disminucion de la
fosforilacion en residuos de tirosina hasta un 52 % del control con suero y este efecto es
significativamente prevenida por la adicion de DETAINO a medio. Las
inmunodetecciones con el anticuerpo anti-c-Src revelan que la expresion de la proteina
no es afectada por estas manipulaciones.

La Figura 18 A muestra que la exposicion in vitro de la c-Src inmunoprecipitada al
DETA/NO (10 uM) inicia una activacién de la quinasa dependiente del tiempo que esta

asociada con el incremento de la capacidad para autofosforilar residuos de tirosina.
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Figura 18. Efecto in vitro del NO sobre la ¢-Src y Fosforilacion de Bcl-2 por la c-Src. A. In vitro activacion de la c-
Src por el NO. La c-Src fue inmunoprecipitada a partir de homogeneizados provenientes de células que crecieron en
medio sin suero durante 5 horas con anti-c-Src clon 327, luego fue incubada en una mezcla de reaccion de quinasas
que contiene enclasa como sustrato en presencia DETANO 10 pM durante los tiempos indicados, el control fue
incubado 60 minutos sin DETA/NO. La incorporacion de [y-*2P] en la enolasa fue detectada por autoradiografia. La
inmunodeteccién fue realizada con anti-c-Src clon 327 y con anti-fosfotirosina (PY20). Las autoradiografias y las
inmunodetecciones fueron realizadas segln el protocolo que se describe en Materiales y Métodos. B. Fosforilacion de
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Bcel-2 por la c-Src. Las células fueron cultivadas en medio sin suero durante 5 horas en presencia o ausencia de
DETANO 10 pM. La c-Src fue inmunoprecipitada a partir de los homogeneizados con anti-c-Src clon 28. La c-Src
inmunoprecipitada fue incubada en un sistema de reaccién de quinasas que contiene como sustrato 10 ul de Bcl-2
inmunoprecipitada. Superior: auloradiografia representativa de ftres experimentos independientes. Media:
inmunodeteccion con anficuerpo anfi-fosfoirosina. Inferior: inmunodeteccion con anticuerpo anfi-Bcl-2. Las
inmunodetecciones fueron realizadas seglin el protocolo descrito en Materiales y Métodos. Las figuras son
representativas de fres experimentos independientes.

La Figura 18B muestra que la c-Src inmunoprecipitada a partir de células que crecieron
en medio conteniendo suero promueven la fosforilacion de Bcl-2. Esta accion disminuye
cuando la proteina es inmunoprecipitada a partir de células que crecieron en medio sin
suero y que la adiciéon de DETA/NO 10 uM a los cultivos previene el efecto de la retirada
de suero. Los niveles de fosforilacion en residuos de tirosina de la proteina Bcl-2 estan
correlacionados con el nivel de incorporacion de [y-32P] en la proteina.

5.24. EL EFECTO ANTIAPOPTOTICO DEL NO ES DEPENDIENTE DE LA
ACTIVACION DE LA c-Src EN LAS CELULAS RINmSF .

El efecto de la inhibicion de ¢-Src sobre la accion anti-apoptética del DETA/NO en
células cultivadas en ausencia de suero fue posteriormente estudiada (Figura 19). El
DETA/NO fue capaz de suprimir la activacion de caspasa 3, la liberacion de citocromo ¢
al citoplasma y la degradacion de Bcl-2. Estas acciones fueron completamente
canceladas por el PP1, un inhibidor de la familia de las ¢-Src tirosina quinasas (paneles
A, B). En adicién, la actividad Bcl-2 quinasa inducida por el NO fue completamente
suprimida cuando las células crecidas en medio sin suero fueron expuestas al PP1

(panel C).
) (8)
100 Retirada de suero
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§ 800 - control . + PP1

§ - ;

g 0

f; 20 4 © Retirada de suero
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Figura 19. La c-Src regula la apoptosis inducida por la retirada de suero. A. Efecto de la inhibicion de fa ¢-Src
sobre la actividad de caspasa 3. DEVDasa actividad fue medida en homogeneizados provenientes de células fueron
cultivas en medio sin suero durante 15 hy expuestas a PP1 20 uM y DETA/NO 10 uM de acuerdo al protocolo que se
describe en materiales y Métodos. B. Efecto de la inhibicion de ¢-Src sobre la prevencion liberacion de citocromo ¢ y
degradacion de Bcl-2 inducida por el NO. Las células fueron cultivadas en medio sin suero durante 15 horas y
expuestas a PP1 20 uM y DETA/NO 10 pM. La inmunodeteccion de citocromo ¢ y Bcl-2 fue realizada segln el
protocolo descrito en Materiales y Métodos. C. Efecto del PP1 y el DETA/NO sobre la actividad de Bcl-2 quinasa. Las
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células fueron cultivadas en medio sin suero durante 15 horas en presencia o ausencia de PP1 20 uM y DETA/NO 10
MM. La actividad de Bcl-2 quinasa fue realizada segin el protocolo descrito en Materiales y Métodos. A: los datos
representan la media + la desviacion estandar de tres experimentos independientes; * p < 0.005 con respecto a
células control. B y C: las iméagenes son representativas de fres experimentos independientes.

§.2.5. EL EFECTO ANTIAPOPTOTICO DEL NO ES DEPENDIENTE DE
SGC/PKG EN LAS CELULAS RINmSF .

La Figura 20 (A, B, C) muestra que tanto la inhibicion de la guanilato ciclasa soluble con
ODQ (10 uM) y la inhibicion de la proteina quinasa G con el KT-5823 (0.5 uM)
desencadenan la anulacion de las acciones del DETA/NO sobre la activacion de
caspasa 3, liberacion de citocromo ¢, degradacion de Bcl-2 y de la actividad de Bcl-2
quinasa en células crecidas en medio sin suero.

(A) (B)
Retirada de suero

%1000 -+ 4 + DETANO

- - - % . KT-5823
i ona
§ 600 '7 citec
g w B2
-1
§ 20

(]

. + + + DETANO

- - + - KI-5823

- - - + 0DQ
P-Bcl-2

Retirada de suero

Figura 20. El efecto antiapoptético del NO ocurre de una manera dependiente de GMPc. A. Efecto de los
inhibidores del sistema sGC/PKG sobre la actividad de caspasa inducida por la retirada de suero. La actividad de
DEVDasa fue medida en homogeneizados provenientes de células cultivadas en medio sin suero durante 15 horas en
presencia o ausencia de DETA/NO 10 uM, ODQ 10 uM y KT-5823 0.5 uM segin se describe en Materiales y
Métodos. B. Efecto de los inhibidores de la via del GMPc sobre la prevencion de la liberacién de citocromo ¢ y
degradacion de Bcl-2 inducida por el NO. La inmunodeteccitn de citocromo ¢ y Bcl-2 fueron realizadas a partir de
células cultivadas en medio sin suero durante 15 horas en presencia o ausencia de DETA/NO 10 uM, ODQ 10 uM y
KT-5823 0.5 uM segiin como se detalla en Materiales y Métodos. C. Dependencia de la actividad Bcl-2 quinasa del
sistema sGC/PKG. Las células fueron cultivadas en medio sin suero durante 15 horas en presencia o ausencia de
DETA/NO 10 pM, ODQ 10 uM y KT-5823 0.5 uM. La fosforilacion de Bcl-2 inmunoprecipitada fue realizada segin el
protocolo que se detalla en Materiales y Métodos. A: los datos representan la media + la desviacion estandar de tres
experimentos independientes; * p < 0.005 con respecto a células control. . By C: las imégenes son representativas de
fres experimentos independientes.
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5.2.6. LA ACTIVIDAD DE LA PKG ESTA REGULADA POR LA c¢-Src EN
CELULAS RINmSF .

La Tabla 1 muestra que la retirada de suero del medio de cultivo produce una
disminucion de la actividad de la PKG en un 68 %. La adicién de DETA/NO a los cultivos
revierte esta accion. La adicion de PP1 desencadena la supresion del efecto del NO, lo
que sugiere que la ¢-Src media el efecto estimulador del NO sobre la PKG.

Tabla 1. Actividad de PKG inducida por el DETA/NO es dependiente de cSrc. La actividad de PKG fue medida
en homogeneizados provenientes de células cultivadas en medio sin suero durante 15 horas y expuestas a PP1
20 mM y DETA/NO 10 mM como se indica en Materiales y Métodos. Los datos son la media + la desviacion
estandar de fres experimentos independientes; * p < 0.005 con respecto a células control.

Condiciones Actividad de PKG
(pmol/min./mg de proteina)
Control 1218 £ 163.5
Retirada de suero 392+ 341"
‘Retirada de suero + DETAINO 1088 + 181,4
Retirada de suero + DETA/NO +PP1 442 + 81,2*
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6. DISCUSION

En los ultimos afios se han acumulado evidencias concernientes al papel de la apoptosis en el
control de la poblacién de células beta en la patogénesis de la IDDM (5, 252, 354, 355, 356). Asi
se ha visto que la apoptosis en células beta de roedores esta mediada por la generacion de
oxido nitrico (NO) en un proceso regulado por citoquinas inflamatorias (252, 256, 357, 358). Sin
embargo respecto al papel del NO en el control de la apoptosis se han encontrado varios
mecanismos por los que altas concentraciones de NO la inducen y bajas concentraciones la
previenen.

En la primera parte de esta tesis mostramos que altas concentraciones de NO inducen la muerte
celular por apoptosis en las células productoras de insulina RINm5F. Nuestros resultados indican
que altas concenfraciones de NO inducen la activacion de acciones proapoptéticas como la
fragmentacion de ADN, activacion de caspasa 3, liberacion de citocromo ¢, y degradacion de Bel-
2. Ademas induce la activacion de acciones antiapoptéticas como la activacién de la PKG.
Debido a su mayor intensidad las acciones proapoptoticas predominan sobre las acciones
antiapoptoticas. Las acciones proapoptoéticas son independientes del sistema de sefializacion
sGC/PKG, aun mas nuestros resultados muestran que los indices apoptoticos aumentan de
magnitud cuando en condiciones de apoptosis se inhibe la actividad de la PKG con el KT-5823,
indicando que el NO activa a la PKG como parte de una respuesta anti-apoptética. En estudios
comparativos realizados tanto in vivo como in vitro utilizando donadores de NO y el atractilésido
encontramos que la regulacién de la liberacion de citocromo ¢ por las mitocondrias es un
elemento critico en la apoptosis inducida por el NO y que dicha accion esta relacionada con
mecanismos dependientes de la apertura del poro de membrana responsable de la
permeabilidad transitoria (PT) de la mitocondria.

Previamente se han reportado una serie de evidencias de que bajas concentraciones de NO
protege de la apoptosis en diversos sistemas celulares (296, 299, 306), a este respecto no
existen estudios en células beta.

En la segunda parte de esta tesis mostramos que la retirada de suero del medio de cultivo
induce la muerte celular por apoptosis en células productoras de insulina RINm5F, la apoptosis
fue seguida a través del estudio de indices como la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria,
activacion de caspasa 3, degradacion de Bcl-2 y un nuevo indice llamado actividad de Bcl-2
quinasa, que consiste en determinar la capacidad que tienen los homogeneizados de fosforilar a
Bcl-2 inmunoprecipitada. Nuestros resultados muestran por primera vez que bajas
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concentraciones de DETA/NO (10 uM) inducen la reduccion de la liberacién de citocromo c,
disminucién de la activacion de caspasa 3, prevencion de la degradacion de Bcl-2 y aumento de
la actividad Bcl-2 quinasa; Estudios con inhibidores del sistema sGC/PKG, el ODQ y el KT 5823,
revelan que estas acciones son dependientes de la activacion de la sGC y de la PKG. El
DETA/NO induce la autofosforilacién de la ¢-Src tanto in vivo como in vitro y la ¢-Src activa es
capaz de inducir la fosforilacion en tirosina de Bcl-2 in vitro. Debido a que la inhibicion de la ¢-Src
por el PP1 cancela las acciones del DETA/NO sobre la activacion de la PKG, disminucion de la
activaciébn de caspasas, disminucion de la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria,
prevencién de la degradacion de Bcl-2, e incremento de la actividad de Bcl-2 quinasa,
proponemos que tanto la generacion de GMPc y la activacion de la ¢-Src son requeridos para la
seiializacion de las acciones antiapoptoticas del NO sobre la mitocondria.

Las acciones del NO sobre la apoptosis dependen del tipo de célula, de las concentraciones
utilizadas, de la interaccion con otros radicales y del estado redox de la célula (248-303). En las
celulas beta pancreaticas la apoptosis esta controlada por el GMPc¢ de distinta manera. Se ha
reportado que el GMPc esta involucrado en la apoptosis inducida por el NO en células HIT-15T
(253). De hecho, nuestros resultados indican que en las células RINm5F, que cuentan con un
sistema sGC/PKG, al ser expuestas a concentraciones 1 mM de SNP, un donador de NO,
comienza una activacion inicial de sGC seguida por una disminucién de la actividad cuando los
periodos de exposicién son largos. Estos resultados estan de acuerdo con otros reportados en
células de musculo liso, donde la actividad y la estabilidad del ARN mensajero de la sGC
disminuye cuando son expuestas al NO (351, 352). Por ofro lado, la exposicion al NO inicia un
incremento sostenido en la actividad de la PKG que fue resistente a ser bloqueada por el ODQ,
un inhibidor de la sGC, es posible que inicialmente la activacion de la PKG esté mediada por
mas de una seiial, una de las cuales es dependiente de GMPc, lo que explicaria la subida inicial
mostrada en la figura 10 y Ia posterior disminucion a las cuatro horas que es consistente con la
disminucion de la actividad de la sGC, la segunda sefial seria la responsable del mantenimiento
y posterior subida de la actividad a tiempos mayores de cuatro horas. Es totalmente posible que
cuando las células son expuestas durante periodos largos al NO la activacion de la PKG sea a
través de mecanismos independientes del GMP¢ tal como la fosforilacién (309). La disminucion
observada a las cuatro horas se explica a que la activacion de la PKG inducida por fosforilacion
es de mayor intensidad que la inducida por el GMPc y a la diferente capacidad de unir GMPc que
presenta la PKG dependiendo del tipo mecanismo de activacion (309, 333, 336, 337)

Nuestros resultados también indican que la exposicion al NO ademas de la apoptosis promueve
secundariamente la muerte celular por necrosis y que estas acciones son reproducidas por el
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dbGMPc, un analogo permeable del GMPc. Los inhibidores de la PKG son capaces de
contrarrestar estas acciones del dbGMP¢ sobre la muerte celular por apoptosis y necrosis, pero
no pueden bloquear las acciones del NO sobre la apoptosis. Estos hallazgos hablan a favor de la
idea de que la apoptosis iniciada por altas concentraciones de NO en células RINmSF es
independiente del GMPc. Nosotros también encontramos que la liberacién de LDH, un indicador
de muerte por necrosis, es dependiente de GMPc. Estos resultados estan totalmente de acuerdo
con los de viabilidad celular realizados en las células HIT-15T (253) y sugieren que el GMPc
puede controlar los procesos que desencadenan la muerte celular por necrosis en celulas
pancreaticas.

La liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria al citoplasma ha sido involucrada en el control
de la activacion de caspasas durante la apoptosis (45, 63, 66-68, 71, 79, 172, 178, 182, 187,
191, 348). El NO generado tanto endégenamente por la exposicion de las células a la IL-1B y
exégenamente por donadores quimicos provocan la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria
en células RINmSF. De hecho, se ha visto que este organulo juega un importante papel en el
control de la apoptosis inducida por el NO en las células RINmSF puesto que tanto fa activacion
de la caspasa 3 inducida por el NO y la fragmentacion de ADN fueron precedidas por la aparicion
de citocromo ¢ en el citoplasma. Actualmente se conoce que la activacion de caspasas
efectoras y la apoptosis nuclear estan controladas por factores apoptogénicos tales como la
liberacion de citocromo ¢, liberacion de AlF, liberacion de Smac/DIABLO de la mitocondria por
mecanismos que incluyen la apertura del PT (113, 114, 173, 193, 195). En experimentos in vitro
con mitocondrias aisladas encontramos que tanto el NO y el atractilosido, un conocido inductor
del PT, inducen el hinchamiento de la mitocondria y la liberacion de citocromo ¢; y en
experimentos in vivo el atractilésido tiene un comportamiento similar al NO induciendo la
liberacion de citocromo ¢ y la activacion de caspasa 3, todas estas acciones tanto in vitro como
in vivo son contrarrestadas por el efecto de la CsA un conocido inhibidor del PT (194) estos
resultados apoyan el concepto de que el NO induce la liberacion de citocromo ¢ mediante
mecanismos que involucran la apertura del PT mitocondrial (164, 273-276). Ademas los
experimentos de actividad metabélica mitocondrial presentados en la figura 5 muestran que ésta
disminuye cuando las células son expuestas a diferentes donadores de NO indicando que puede
haber comprometidos mas de un mecanismo en la salida del citocromo ¢ ademas del efecto
sobre el PT. Estos mecanismos adicionales pueden estar relacionados con los cambios
inducidos en la mitocondria debidos a la disminucion de su nivel energético que son
dependientes de la inhibicion de la respiracion mitocondrial probablemente debido a la S-
nitrosilacion de proteinas claves o a la competencia por el oxigeno entre el NO y la citocromo ¢
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oxidasa (281-283), ambas posibilidades pueden ser dependientes o independientes de la
apertura del PT (279-283). |

La posibilidad de que la degradacion de Bcl-2 fuera secundaria a la apertura del PT mitocondrial
por el NO fue estudiada utilizando un inhibidor general de caspasas el Z-VAD.FMK. Mientras que
el Z-VAD.FMK no contrarresta completamente la liberacion de citocromo ¢, si previene
completamente la degradacion de Bcl-2. Esto sugiere que las caspasas inhibidas por el Z-
VAD.FMK participan en la amplificacion de las acciones del NO a nivel mitocondrial. Estos
resultados son consistentes con los reportados previamente (348) que inducen a la liberacion de
citocromo ¢ es una accion primaria en la apoptosis y con hallazgos en que se muestran una
intensificacién de la sefial apoptotica por accion de la caspasa 3 (121).

Hay evidencias de que bajas concentraciones de NO incrementan la expresion de Bcl-2 de
manera dependiente de GMP¢ (296). Aunque una accion similar en las células RINm5F no ha
sido descrita, nuestros resultados indican que durante la accidon apoptotica de altas
concentraciones de NO se produce la degradacion de Bcl-2, la que es secundaria a la activacion
de caspasas. Los mecanismos que regulan la degradacion de Bcl-2 no se conocen en detalle,
pero el echo de que sea secundaria a la activacion de la caspasa 3 apoya la idea de que Bcl-2
puede ser una proteina blanco de la caspasa 3. Tampoco podemos dejar de lado que sean otros
los mecanismos que participen en la degradacion de Bcl-2, estos pueden estar relacionados con
modificaciones postraduccionales inducidas por sefiales apoptdticas o por el NO. Se ha
propuesto en este sentido que la desfosforilacion de Bcl-2 la hace susceptible a ser degradada
por el complejo proteosoma dependiente de ubiquitina (165) y que altas concentraciones de NO
y peroxinitrito provoquen la oxidacion de Bcl-2 facilitando su degradacién por la maquinaria de
recambio proteinas de la célula incluido el complejo proteosoma dependiente de ubiquitina.
Ademas, los hallazgos de que la inhibicion de la PKG con el KT5823 contrarrestan la
degradacion de Bcl-2 inducida por el dbGMPc pero fallan para bloquear la degradacion de Bcl-2
inducida por el NO indican que el sistema sGC/PKG no esta involucrado en la accion del NO
sobre la concentracion de la proteina Bcl-2, pero también indican, en el caso del dbGMPc de que
hay un sistema de transduccion de sefiales que estd comprometido en la regulacion de la
cantidad de Bcl-2.

En los resultados mostrados en las figuras 11A, 12Ay 13 se observa que cuando la PKG es
inhibida con el KT-5823, la magnitud de los indices apoptéticos se incrementan. Estos resultados
aparentemente confradictorios estan directamente relacionados con el hecho de que altas
concentraciones de NO estan activando tanto respuestas proapoptoticas como antiapoptoticas, y
que el efecto final esta desplazado hacia la pro-apoptosis, sin embargo hay seiales

95



Discusion

antiapoptéticas que las estan atenuando, una de éstas sefiales es la activacion de la PKG
inducida por el NO. Este es un aspecto que no ha sido abordado hasta ahora. Debido a la
complejidad experimental que significa el estudiar la presencia de dos tipos sefializacion
inducidas por el NO, caracterizamos un sistema en que el NO sblo active las sefiales
antiapoptoticas, los resultados enconfrados son presentados a continuacion.

En conclusion en esta primera parte, nuestros resultados sugieren que altas concentraciones de
NO producen cambios en la mitocondria dependientes de la apertura del PT y de la disminucion
de la actividad metabélica mitocondrial que promueven la liberacion de citocromo ¢
desencadenando la muerte celular por apoptosis y que estas acciones ocurren de una manera
independiente del sistema sGC/PKG.

Previamente se ha reportado que el NO generado por el SNAP a concentraciones superiores a
50 uM previenen la apoptosis por la inhibicién directa de la actividad de caspasa 3 (84, 85, 294,
297, 304, 305), prevencion de la degradacion de Bcl-2 y liberacion de citocromo ¢ (289, 294, 299,
306). Estas acciones antiapoptoticas estan ligadas a los cambios del estado redox de las células
dependientes del NO ( 246, 293, 358). En experimentos realizados con bajas concentraciones de
donadores de NO se ha encontrado que la inhibicidn de la activacion de caspasa 3, prevencion
de la liberacion de citocromo ¢ y la induccion del RNA mensajero y proteinas de Bcl-2 son
dependientes de la generacion de GMPc (296, 299). De hecho, bajas concentraciones de NO
son capaces de estimular la produccion de GMPc in las células HIT 15 y RINm5F (359).
Nosotros mostramos aqui que bajas concentraciones de DETA/NO (10 uM) protegen a las
células RINmSF de la apoptosis causada por la retirada de suero del medio de cultivo. Puesto
que la cinética de liberacién de NO por el DETA/NO muestra una produccion sostenida hasta por
periodos mayores de 20 horas (360), en nuestro modelo experimental la exposicion continua a
bajas concentraciones de DETA/NO es capaz de activar el sistema sGC/PKG. El papel para el
sistema sGC/PKG en la accion anti-apoptotica del NO esta sustentada en los hallazgos que tanto
la inhibicion de la SGC y la PKG contrarrestan completamente la prevencion de la liberacion de
citocromo ¢, prevencion de la degradacion de Bcl-2, inhibicion de la activacion de caspasa 3 y el
incremento de la actividad de Bcl-2 quinasa inducidas por el NO. Para determinar que la
proteccion de la apoptosis por bajas concentraciones de NO es independiente de la modificacion
la funcion de las caspasas por S-nitrosilacion de sus grupos tioles, como ha sido propuesto (307,
308), nosotros primero evaluamos si el NO inhibe directamente la actividad de caspasa 3.
Nuestros resultados indican que concentraciones superiores a 100 uM de DETA/NO son
necesarias para inhibir sustancialmente la actividad de caspasa 3 in vitro, lo que sugiere la
existencia de mecanismos alternativos por los que bajas concentraciones de NO bloquean las
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acciones proapoptéticas inducidas por la retirada de suero. Nosotros por lo tanto estudiamos las
acciones anteriores que causan la respuesta antiapoptéticas de bajas concentraciones de NO.
En algunos sistemas celulares, la fosforilacién de Bcl-2 es requerida para la sefializacion de la
apoptosis (151-157). En ofros sistemas, el incremento de la fosforilacion de Bcl-2 esta
relacionada con la proteccion a la apoptosis, y se ha descrito que estan involucradas tanto la
fosforilacion en serina 70 dependiente de la proteina quinasa C (PKC) y de la serina 87
dependiente de la MAPK (158-161). Nuestras observaciones de que la disminucion en el grado
de fosforilacién de la proteina Bcl-2 es una accion temprana asociada con la apoptosis inducida
por retirada de suero del medio de cultivo nos llevo a estudiar el papel de las quinasas en la
respuesta anti-apoptética iniciada por el NO. La exposicion de las células que crecen en medio
sin suero a concentraciones de 10 uM de DETA/NO recupera el nivel de fosforilacion de la
proteina Bcl-2 inmunoreactiva.

Los hallazgos de que el PP1, un inhibidor de la ¢-Src, revierte las acciones antiapoptoticas del
NO nos llevé a estudiar el papel de la ¢-Src en este proceso. Ademas, nuestros resultados
muestran que el NO activa la ¢-Src tirosina quinasa tanto in vitro como in vivo y estas acciones
estan asociadas tanto con el incremento de la fosforilacion en residuos de tirosina y la
autofosforilacion de la c-Src. Hay reportes que indican que tanto los residuos de cisteina y de
tirosina de las c-Src tirosina quinasas son blancos preferenciales del NO y del peroxinitrito y
ademas, la modificacion de estos residuos reguladores puede explicar la autofosforilacion y la
activacion de la quinasa (306, 307). Nosotros también encontramos que la ¢-Src activa es capaz
de inducir in vitro la fosforilacion en tirosina de la proteina Bcl-2 inmunoprecipitada. Nosotros
ademas proponemos que la activacion directa de la c-Src por el NO participa en la fosforilacion
de Bcl-2 durante la anti-apoptosis. Las acciones antiapoptoticas inducidas por el NO fueron
completamente bloqueadas por los inhibidores del sistema de la sGC/PKG, el ODQ y el KT-5823
respectivamente. Por ello, tanto la ¢-Src tirosina quinasa y el sistema sGC/PKG son requeridos
en la sefializacion anti-apoptética inducida por el NO. El hallazgo de que tanto la activacion de la
PKG vy la fosforilacién de Bcl-2 dependientes del NO son completamente bloqueados por el
inhibidor de la c-Src tirosina quinasa, el PP1, sugiere que la fosforilacion de Bcl-2 inducida por el
NO depende de la cooperacion tanto de tirosina y serina/treonina proteina quinasas.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Altas concentraciones de NO inducen apoptosis en células RINmSF

8.
9.

10.
1.

12
13.

El NO induce la apertura del poro responsable de la permeabilidad transitoria de la
mitocondriay una disminucion de la actividad metabdlica mitocondrial.

La liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria inducida por el NO estd mediada por
mecanismos dependientes de la apertura del PT. Otros mecanismos, tales como los
dependientes de la disminucion del estado energético de la mitocondria pueden estar
involucrados en este proceso.

La liberacion de citocromo ¢ inducida por altas concentraciones de NO desencadena la
muerte celular por apoptosis, la que ocurre de manera independiente del sistema sGC/PKG
La retirada de suero del medio de cultivo induce la muerte celular por Apoptosis en células
RINmSF.

La actividad de Bcl-2 quinasa disminuye en la apoptosis inducida por la retirada de suero
Bajas concentraciones de NO protegen a las células RINmSF de la apoptosis inducida por la
ausencia de suero.

Bajas concentraciones de NO restablecen la actividad de Bcl-2 quinasa
La respuesta antiapoptética inducida por el NO es dependiente de la via del SGC/PKG
EINO activala ¢-Src tirosina quinasa in vivo e in vitro
La activacion de la ¢-Src inducida por el NO esta correlacionada con su incremento en la
fosforilacion de sus residuos de tirosina
La ¢-Src tirosina quinasa produce la fosforilacion de Bcl-2 en sus residuos de tirosina
La activacion de la PKG es dependiente de la generacion de GMPc y de la activacion de la
de la ¢-Src.
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