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RESUMEN

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada caracterizada por una
serie de alteraciones morfolégicas y bioguimicas, conducidas principalmente por
una familia de proteasas llamadas caspasas. Entre las diversas moléculas
reguladoras de apoptosis, se encuentra una familia de proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs) que actuan inhibiendo a algunas caspasas. Las |APs también
pueden participar en otros eventos' celulares como la mitosis y la transduccién de
sefales. Estas proteinas juegan un papel relevante en la sobrevivencia y
proliferacion celular. Asi, las IAPs pueden modular procesos de sobrevivencia-
muerte tanto en células tumorales como en células en diferenciacion, como las
neuronas granulares de cerebelo (NGC). A pesar de |la importancia de las [APs aun
se desconocen los detalles de sus mecanismos de accion.

En este trabajo se exploré el papel de algunas IAPs en la sobrevivencia
neuronal y de células tumorales derivadas de neuroblastoma MSN. Se utilizaron
cultivos primarios de NGC, en los cuales la despolarizaciéon crénica con 25 mM de
KCI (K25) promueve la sobrevivencia y la diferenciacion neuronal. Se sabe que
cuando las NGC se mantienen en condiciones no despolarizantes (5 mM KCI; K5)
las NGC mueren apoptoéticamente. La estaurosporina (STS; un inhibidor de cinasas)
también induce muerte apoptdtica asociada a la activacion de caspasas en cultivos
de NGC y en células MSN. Mediante inmunoensayos de réplica tipo Western blot,
se determinaron los niveles basales de algunas IAPs en NGC en cultivo y en las
células MSN, asi como los cambios en los niveles de expresién en condiciones
apoptoticas. En las NGC se observo una expresion basal de la clAP-1, clAP-2, XIAP
y survivina, pero no de BRUCE. ‘Por su parte, las células MSN mostraron la
expresion basal de clAP-2, BRUCE vy survivina, pero no de clAP-1 ni de XIAP. En

las NGC, los estimulos apoptdéticos indujeron una disminucion de la clAP-1 y clAP-



2. Sin embargo, no se vieron afectados los niveles de XIAP, BRUCE ni de survivina.
Por su parte, en las células MSN la STS indujo la expresion de clAP-1y disminuyéi
los niveles de survivina, pero no se observaron cambios en la expresion de clAP-2,
XIAP y BRUCE.

Asi, en este estudio encontramos la expresién basal de 3 IAPs en células
MSN, de las cuales una (survivina) parece estar involucrada en la sobrevivencia de
dichas células. Mientras que en las NGC encontramos la expresion basal de 4 IAPs
en las NGC y observamos cambios en los niveles de 2 de estas IAPs en
condiciones apoptoticas, lo que sugiere que algunas IAPs, como las clAPs, podrian
tener un papel importante en la sobrevivencia de las NGC. Asi, la disminucién de
las clAPs observada podria promover la activacion de las caspasas-9 y -3, las
cuales se activan en la apoptosis de NGC inducida por K5 y STS. Sin embargo, no
queda claro qué tan determinante podria ser para la sobrevivencia de las NGC la

disminucién de los niveles de las clAPs.



ABSTRACT

Apoptosis is a type of programmed cellular death characterized for
morphological and biochemistry alterations, which are mainly lead for a family of
proteases called caspases. This process can be regulated by the inhibitory
apoptosis proteins (IAPs) that belong to a family of proteins that negatively regulate
apoptosis by acting on caspases. IAPs also participate in other cellular events such
as mitosis and signal transduction. I1APs play an important role in céllular survival
and proliferation. Thus, I1APs might modulate process of survival-death in tumoral
cells and differentiating cells, as cerebellar granule neurons (NGC). In spite of the
importance that IAPs have in these processes there is not much information about
the mechanisms of action of these molecules.

In this study we explored the role of the IAPs in the survival of neurons and
tumoral cells of neuroblastoma. We used primary culture of NGC that require chronic
depolarization with 25 mM KCI (K25) for survival and differentiate and when they are
transferred to 5 mM KCI (K5) die apoptotically. Staurosporine (STS) also induces
apoptotic death mediated by the activation of caspases in NGC and MSN
neuroblastoma cells. By the use of Western blot type analysis, we measured the
levels of some IAPs in both NGC and MSN cells. We also evaluated the changes in
IAPs expression after apoptotic stimuli in these cells. Under these conditions we
found that NGC expressed clAP-1, clAP-2, XIAP and survivin, but not BRUCE. MSN
cells expressed clAP-2, BRUCE and survivin, but not clAP-1 nor XIAP. In NGC,
apoptotic stimulus broduced a significant reduction of both clAP-1 and clAP-2.
However, XIAP, BRUCE and survivin levels were not affected. In MSN cells, STS
increased the expression of clAP-1 and reduced the survivin levels, but there were
no changes in the expression of clAP-2, XIAP and BRUCE.

In conclusion we found the expression of 3 IAPs in MSN cells, and there was



a reduction in the levels of one of this IAPs (survivin). This result suggests that
survivin is important for the survival of MSN celis. In the NGC we fouhd the
expression of 4 IAPs under survival conditions. We also observed a reduction in the
levels of 2 IAPs in response to apoptotic treatments. These results suggest the
possibility that some IAPs such as clAPs have an important role in the survival of
NGC. We suggest that the observed reduction of clAPs levels induced by K5 and
STS allows the activation of caspase-9 and -3 in apoptotic NGC. It is still unclear the

importance of clAPs levels for the survival of NGC.




I. INTRODUCCION

1.1 MUERTE CELULAR APOPTOTICA

1.1a Aspectos Generales

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada caracterizada por una
serie de alteraciones morfoldgicas y bioquimicas. Esta muerte ocurre en dos fases:
primero la célula se compromete a morir y después se presenta una fase ejecutora,
caracterizada por cambios morfologicos notables. La apoptosis, a diferencia de la
necrosis, se caracteriza por ser una muerte activa en la que participa una
magquinaria compleja responsable de una serie de caracteristicas morfologicas y
bioquimicas que definen esta muerte.

La apoptosis fue definida originalmente en funcion a cambios morfoldgicos
(Fig. 1) que incluyen: condensaciéon y fragmentacion nuclear, compactacion de
organelos citoplasmaticos, decremento en el volumen celular, alteraciones en la
membrana plasmatica y la formacion de cuerpos apoptéticos con material
citoplasmatico y nuclear, que son fagocitados por células vecinas (Gorman et al,
1995; Thornberry y Lazebnik, 1998). Estas caracteristicas morfolégicas se han
utilizado tradicionalmente como marcador de células en estado apoptoético.

Bioquimicamente, la apoptosis se caracteriza por una serie de eventos de
desensamblaje de estructuras subcelulares, ejecutada por una maquinaria celular
compleja y especializada, conducidos principalmente por una familia de proteasas
llamadas caspasas (Gorman et al, 1995; Thornberry y Lazebnik, 1998). Dentro de
las caracteristicas bioquimicas de la apoptosis se encuentran la fragmentacion
internucleosomal del ADN, la externalizaciéon de fosfatidil serina, y la activacion de
familias de proteinas encargadas de conducir el proceso apoptético, como la familia

de las caspasas y de Bcl-2.



Se han descrito dos rutas convergentes de muerte apoptoética (Fig. 2): la ruta
extrinseca y la ruta intrinseca. La ruta extrinseca estd mediada por receptores de
muerte (por ejemplo el receptor al factor de necrosis tumoral: TNFR); en este caso,
la activacion del receptor por su ligando resulta en la formaciéon del complejo de
sefalizaciéon inductor de muerte (DISC), el reclutamiento de caspasa-8 y su
subsiguiente autoactivacién. Posteriormente la caspasa-8 activa a la caspasa-3 y
esta ultima degrada los substratos subcelulares. La ruta intrinseca o mitocondrial, la

cual puede ocurrir después de un dafio al DNA, inicia con la salida de citocromo ¢

NECROSIS
SECUNDARIA

Figura 1. Cambios morfolégicos asociados a muerte apoptética y necrética. En la muerte
necroética ocurre hinchamiento (a) y lisis celular (b) lo cual conduce a una reaccién inflamatoria en el
tejido. En la muerte apoptética se mantiene la integridad de la membrana citoplasmatica y de los
organelos y hay condensacién perinuclear de la cromatina (c). Finalmente la célula se desintegra con
la formacién de cuerpos apoptéticos (d) que son posteriormente fagocitados (e).



de la mitocondria al citoplasma. Ya en el citoplasma, el citocromo ¢ se asosia con
Apaf-1 y en presencia de ATP se forma el apoptosoma con el reclutamiento y

activacién de caspasa-9, la cual a su vez activa a la caspasa-3.

1.1b Las Caspasas

El término de “caspasa” hace referencia a la habilidad o capacidad de estas
proteasas de cisteina de romper proteinas en un residuo de acido aspartico (Cohen,
1997). Todas las caspasas se expresan como zimogenos cataliticamente inactivos
(Fig. 3a) de 30-50 KDa que contienen un prodominio, una subunidad grande (~20
KDa) y una subunidad pequefa (~10 KDa) (Thornberry y Lazebnik, 1998; Shi,
2004). Todas las caspasas contienen como sitio activo un pentapéptido de
estructura general QACXG, donde X es R, Q o G (Cohen, 1997).

De acuerdo a su participacion en la cascada proteolitica, las caspasas
involucradas en la apoptésis se clasifican en dos grupos: caspasas iniciadoras
(como las caspasas-8 y -9); y caspasas efectoras (como las caspasas-3 y -7). Las
caspasas iniciadoras contienen un prodominio amino-terminal mayor a 90 residuos
de aminoacidos mientras que el prodominio de las caspasas efectora es de 20-30
residuos de aminoacidos (Shi, 2004).

La activacion de estas enzimas involucra un procesamiento proteolitico en
los sitios de corte especificos a aspartato entre los tres diferentes dominios (Fig. 3
a), seguido por una reasociacion de las subunidades grande y pequefa para formar
un heterotetramero activo (Thornberry y Lazebnik,.1998; Budihardjo et al, 1999) que
consta de 2 subunidades grandes y 2 subunidades pequefias con la presencia de 2
sitios cataliticos (Fig. 3 a). Las caspasas efectoras existen constitutivamente como
homodimeros antes y después del procesamiento proteolitico (Shi, 2004).

Como consecuencia del procesamiento proteolitico ya mencionado, la
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Figura 2. Rutas de muerte apoptética. Ruta extrinseca: La apoptosis mediada por receptores se
inicia con el reclutamiento y activacién de caspasa-8, la cual puede activar directamente a la
caspasa-3. Ruta intrinseca: Resulta de la liberacion de la mitocondria de citocromo ¢, la
oligomerizacion de Apaf-1 en un complejo con caspasa-9 (el apoptosoma), lo que induce la
activacién de esta caspasa y subsecuentemente la de caspasa-3. FADD, proteina con dominio de
muerte asociada a Fas; UV, luz ultravioleta; (Modificado de Salvesen y Duckett, 2002).

e U s, Apaf-1 Q Citocromo ¢
yO {0 Caspasa-9 ¢ Caspasa aciva

Figura 3. Mecanismo de activacion de caspasas. a) La activacioén de caspasas puede ocurrir por
la fragmentacion proteolitica por otra proteasa. Este mecanismo es el mas comun para la activacion
de caspasas efectoras por otra caspasa. También es probablemente usado en la induccién de
caspasas por otro tipo de proteasas. Prodominio: pro; subunidad grande: p20; subunidad pequefia:
p10; 1: corte entre p20 y p10; 2: corte entre pro y p20. b) El mecanismo de activacion puede ser
inducido por proximidad. Con la formacién de DISC se da el reclutamiento de varias moléculas de
procaspasa-8 en gran proximidad, lo que resulta en su activacion. ¢) Otro mecanismo es la formacion
de una holoenzima (apoptosoma) con la presencia de procaspasa-9. La activacién de caspasa-9 es
mediada por cambios conformacionales, no protedlisis (Modificado de Hengartner, 2000).
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actividad catalitica de las caspasas efectoras se incrementa varios érdenes de
magnitud (Salvesen y Dixit, 1999; Shi, 2004). Por el contrario, el procesamiento
autocatalitico en las caspasas iniciadoras tiene un modesto efecto en su actividad
catalitica (Stennicke et al, 1999; Srinivasula et al, 2001). Por ejemplo, la caspasa-9
completamente procesada y aislada se encuentra con una actividad parcial similar
al zimégeno no procesado. En contraste, la asociacién de esta caspasa con el
apoptosoma incrementa su actividad catalitica tres érdenes de magnitud tanto de la
caspasa-9 procesada como de la no procesada (Rodriguez y Lazebnik, 1999;
Srinivasula et al, 2001).

Se han propuesto dos modelos para explicar el mecanismo de activacién de
una caspasa iniciadora. Primero se sugirié el modelo de “Induccién por Proximidad”
(Salvesen y Dixit, 1999; Shi, 2004), el cual indica que las caspasas iniciadoras se
autoprocesan cuando se encuentran préximas unas de otras.

Mas recientemente, se ha propuesto el modelo de “Dimerizacién Inducida
por Proximidad” (Boatright y Salvesen, 2003; Shi, 2004), el cual asume que la
dimerizaciéon observada en las caspasas es el factor que conduce a su activacion
(Renatus et al, 2001; Boatright et al, 2003; Donepudi et al, 2003; Shi, 2004).
Basados en esto, la funcién del apoptosoma seria promover la homodimerizacion.
Asi como el apoptosoma se requiere para la activacién de caspasa-9 (Fig. 3c), el
ensamblaje de DISC es indispensable para la activacion de caspasa-8 (Fig. 3b)
(Peter y Krammer, 2003; Shi, 2004). Recientemente se ha descrito el inflamasoma
(Tschopp et al, 2003; Shi, 2004), el cual facilita la activaciébn de caspasas
proinflamatorias involucradas en el procesamiento de citocinas. Se ha propuesto
que la caspasa-2 se activa por el PID-Dosoma (Tinel y Tschopp, 2004; Shi, 2004).

Se ha propuesto que durante un evento apoptético, las caspasas actian de

manera secuencial, en una cascada de activacion de caspasas y de degradacion de



estructuras subcelulares (Fig. 4). Las Caspasas iniciadoras, como la caspasa-8, -9, y
-10, activan a las caspasas efectoras. Las caspasas efectoras, caspasas-3, -6 y -7
actian directamente sobre substratos subcelulares especificos para cada caspasa.
Entre los substratos de estas caspasas se encuentran proteinas como la poli-ADP-
ribosa polimerasa (PARP), laminas de la envoltura nuclear, U1-70 KDa

(ribonucleoproteina nuclear pequefa), entre otros.

1.2 PROTEINAS INHIBIDORAS DE APOPTOSIS

Entre las diversas moléculas reguladoras de apoptosis, existe una familia de
proteinas involucradas en la regulacién negativa de la apoptosis. Dichas moléculas
se conocen como proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs, inhibitor of apoptosis
proteins). Hasta el momento se ha descrito la presencia de IAPs en virus, levaduras,
nematodos, insectos y mamiferos (Deveraux y Reed, 1999; Salvésen y Duckett,
2002). En humanos se han identificado ocho IAPs (Fig. 5), denominadas: NAIP,
clAP-1/hlAP-2/MIHB, clAP-2/hIAP-1/MIHC, XIAP/hILP-1/MIHA, survivina/TIAP, ILP-
2/Ts-IAP, ML-IAP/Livin/KIAP y Bruce/Apollon (Rothe et al, 1995; Duckett et al, 1996,
Liston et al, 1996; Ambrosini et al, 1997; Hauser et al, 1998; Chen et al, 1999; Vucic
et al, 2000; Richter et al, 2001; Deveraux y Reed, 1999; Salvesen y Duckett, 2002).

Las IAPs exhiben otras funciones ademas de regular la muerte apoptoética
(Suzuki et al, 2001; Nachmias et al, 2004). Por ejemplo, la survivina juega un papel
importante en la regulaciéon de la mitosis (Li et al, 1999; en Nachmias et al, 2004 )y
otras IAPs, como la clAP-1 y -2, estan involucradas en procesos de transduccion de
sefales (Rothe et al, 1995; en Nachmias et al, 2004).

Las IAPs bloquean la apoptosis por su habilidad de inhibir directamente
caspasas. Un aspecto importante de las IAPs es que son los Unicos factores

celulares que pueden actuar tanto en caspasas iniciadoras como efectoras
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Figura 4. Cascada proteolitica de las caspasas. Esquema de la cascada proteolitica de caspasas
que se observa en la muerte apoptotica. Las caspasas iniciadoras (-8, -9 y -10) proteolizan y activan
a las caspasas ejecutoras (-6, -3 y -7). Las caspasas ejecutoras proteolizan a sus respectivos
substratos proteicos.
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Figura 5. IAPs de mamiferos. Los nombres alternativos para cada IAP se muestran entre
paréntesis. Los nimeros que se observan en el extremo carboxilo-terminal indican la cantidad total
de aminoéacidos de cada IAP. Se observa la ubicacion de los dominios estructurales de las |APs; BIR,
CARD, RING y UBC. NH,, amino-terminal. Su descripcion se detalla en el texto (Modificado de
Salvesen y Duckett; 2002).

11



(Deveraux et al, 1999b; Deveraux y Reed, 1999; Salvesen y Duckett, 2002; Shi,
2002b; Nachmias et al, 2004; Shi, 2004). Por otro lado, los efectos biolégicos de
estas proteinas pueden convertirse de anti- a proapoptéticos (Clem et al, 2001,
Nachmias et al, 2003; Nachmias et al, 2004), ya que algunas IAPs son substrato de
caspasas Y ciertos fragmentos resultantes de la protedlisis de las IAPs por caspasas
son proapoptoticos.

Las IAPs muestran una localizacién intracelular diferencial. La XIAP se ubica
en el citosol. La clAP-1 y -2 interactian con el complejo intracelular del receptor al
factor de necrosis tumoral (TNFR) y muestran una localizacion membranal y
perinuclear (Verhagen et al, 2001). La ML-IAP, que se restringe a tejido adulto y
lineas celulares de cancer, se expresa en el nicleo y estructuras filamentosas del
citéplasma (Vucic et al, 2000). Por su parte, BRUCE, que se expresa en casi todos
los tejidos, es la unica IAP que se une periféricamente a la membrana de la red

trans-Golgi y a estructuras vesiculares (Hauser et al, 1998; Chen et al, 1999).

1.2a Estructura de las IAPs

Las IAPs se caracterizan por presentar una 0 mas copias de un dominio
altamente conservado denominado BIR (baculovirus IAP repeat; Fig. 5) (Deveraux y
Reed, 1999; Salvesen y Duckett, 2002). Todas las IAPs contienen en el extremo
amino-terminal, al menos una copia de BIR, la cual consta de entre 70-80
aminoacidos plegados alrededor de un atomo de zinc (Ambrosini et al, 1997,
Budihardjo et al, 1999; Shi, 2004). Los dominios BIR son esenciales para la
propiedad antiapoptética de las 1APs (Duckett et al, 1998; Salvesen y Duckett,
2002).

Ademas de BIR, algunas IAPs de mamiferos, de mosca y de virus también

presentan el dominio conservado denominado RING que igualmente une zinc (Fig.
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5). El motivo RING: se encuentra en el extremo carboxilo-terminal de las proteinas
(Liston et al, 1996; Deveraux y Reed, 1999; Salvesen y Duckett, 2002). Varias
proteinas con diferentes funciones contienen el dominio RING (Salvesen y Duckett,
2002). Las proteinas que poseen el dominio RING pueden catalizar la degradacién
de si mismas y de sus proteinas blanco a través de ubiquitinaciéon.

Particularmente, la clAP-1 y la clAP-2 también poseen un dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD) (Fig. 5; Hofmann et al, 1997), localizado entre
los dominios BIR y RING (Deveraux y Reed, 1999). No se ha comprobado un papel
directo de CARD en la funcién antiapoptotica de las IAPs. Fragmentos amino-
terminales de las clAPs que contienen sé6lo BIR sin CARD retienen su actividad
antiapoptotica, lo que implica que el dominio CARD no es necesario para dicha
actividad (Roy et al, 1997). Por su parte, se ha reportado que clAP-1 se une a
CARDIAK/RIP2/RICK, una proteina que contiene un dominio CARD y un dominio de
cinasa serinal/treonina similar al qué se encuentra en RIP (proteina inductora del
factor de transcripcion NFxB) (McCarthy et al, 1998; Thome et al, 1998). Se sabe
que RIP2 se une e induce la activacion de procaspasa-1 (Thome et al, 1998); sin
embargo no esta clara la relevancia de que clAP-1 pueda unirse a RIP2 (Deveraux
y Reed, 1999).

Existe otro dominio importante que se encuentra en BRUCE. Esta IAP
contiene un dominio conjugante de ubiquitina (UBC) funcionalmente intacto (Fig. 5;
Hauser et al, 1998; Deveraux y Reed, 1999). El dominio UBC le confiere a BRUCE

una actividad de E2 en el sistema del proteosoma (Hauser ef al, 1998).

1.2b Papel de las IAPs en la Muerte Apoptética
La principal actividad antiapoptética descrita para las IAPs, es su capacidad

de inhibir directamente a las caspasas. Ademas de XIAP, hay evidencias de la
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inhibicién de caspasas por otras IAPs, como lo son: clAP-1, clAP-2, livin, DIAP1 (de
Drosophila sp) (Verhagen et al, 2001; Henning et al, 2002) e ILP-2 (Richter et al,
2001; Henning et al, 2002). XIAP, clAP-1, clAP-2 y survivina directamente se unen e
inhiben caspasa-3, -7 y -9 (Nachmias et al, 2004). Se ha observado que IAPs con
un solo BIR, asi como Livin, también son capaces de inhibir caspasa-3, -7 y -9
(Vucic et al 2000; Nachmias et al, 2004). No obstante, en condiciones in vitro, XIAP
es el mas potente inhibidor de caspasas-3 y -7 mientras que clAP-1 y -2 tienen una
accién inhibidora aproximadamente 100 veces mas débil que XIAP (Shi, 2004). Por
su parte, ILP-2 inhibe caspasa-9 (Richter et al, 2001) y NAIP inhibe caspasa-3 y -7
(Nachmias et al, 2004). Finalmente, también BRUCE es capaz de inhibir caspasas,
y requiere la integridad de su dominio BIR para dicho efecto. La sobreexpresion de
BRUCE sin un dominio BIR funcional, aumenta la apoptosis, lo cual puede ser
consecuencia de la formacién de homodimeros de la proteina mutante. La actividad
inhibitoria de caspasas que presenta BRUCE es aproximadamente diez veces
menor que la de XIAP. BRUCE también parece actuar sobre las caspasas-3, -7
(Bartke et al, 2004) y -9 (Hao et al, 2004).

De las IAPs humanas, la XIAP es la mejor caracterizada. XIAP contiene 3
dominios BIR (BIR1, BIR2 y BIR3; Fig. 5 y 6) que no son funcionalmente
equivalentes. No se conoce la funcion de dominio BIR1 de la XIAP mientras que las
caspasas-3 y -7 son el blanco de la secuencia amino-terminal que precede a BIR2 y
la caspasa-9 es inhibida por BIR3 (Fig. 6; Henning et al, 2002; Shi, 2004). La unién
de caspasa-3 y -7 a la XIAP ocurre por un mecanismo idéntico (Chai et al, 2001;
Huang et al, 2001; Ried| et al, 2001; Shi, 2004).

El analisis cristalografico de XIAP revela que los aminoacidos conservados
en la region de enlace entre BIR1 y BIR2 es la secuencia mas critica para la

inhibicion de caspasa-3 y -7 (Fig. 6b; Riedl et al, 2001; Nachmias et al, 2004). BIR
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es requerido para alinear y estabilizar la estructura caspasa-lAP (Chai et |, 2001;
Huang et al, 2001; Nachmias et al, 2004). La secuencia de inhibicién simplemente
se une el sitio activo de la caspasa para excluir algun otro substrato. EI mecanismo
fundamental de inhibicién de caspasa-3 y -7 por BIR2 es la restriccion al acceso del
substrato (Riedl et al, 2001; Henning et al, 2002; Nachmias et al, 2004; Shi, 2004).
Especificamente, la interaccion ocurre entre la parte amino-terminal de la region
flexible que precede a BIR2 y la hendidura que une al substrato de la proteasa
(Henning et al, 2002). A pesar de que la secuencia de enlace entre BIR1 y BIR2 de
XIAP juega un papel predominante en la inhibicion de caspasa-3 y -7, este
fragmento aislado no inhibe a las caspasas (Sun et al, 1999; Chai et al, 2001; Shi,
2004). Dicha secuencia de XIAP, fusionada al extremo amino- o carboxilo-terminal
de BIR1 es capaz de unir e inhibir a la caspasa-3, mientras que BIR1 o BIR2
aislados no tienen efecto inhibidor (Sun et al, 1999; Shi, 2004).

Por lo anterior se ha sugerido que el péptido que enlaza a BIR1 con BIR2
necesita presentarse en una conformacion adecuada, que se establece por un
dominio circundante plegado (Shi, 2004). Un dato que apoya dicha hipétesis es que
el péptido de enlace fusionado con glutation S-transferasa (GST) es capaz de inhibir
las caspasas -3 y -7. Sin embargo, el dominio BIR contribuye en la inhibicion de
caspasas, ya que XIAP exhibe una potencia 20 veces mayor que el péptido
fusionado a GST (Chai et al, 2001; Huang et al, 2001; Shi, 2004).

La funcion principal del dominio BIR puede ser el alineamiento y la
estabilizacién de la interaccién inhibitoria IAP-caspasa (Riedl et al, 2001; Henning et
al, 2002). Pero hay que tener en mente que en la estructura del cristal del complejo
XIAP-caspasa-7 no se observa contacto entre el dominio BIR y la caspasa (Chai et
al, 2001; Huang et al, 2001; Henning et al, 2002). Los BIRs también son sitios de

unién a proteinas como SMAC/Diablo (Verhagen et al, 2001; Henning et al, 2002) y
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HtrA2 (Suzuki et al, 2001; Henning et al, 2002).

Teniendo como modelo la interaccion BIR2-caspasa-7, el modelaje de la
estructura BIR3-caspasa-9 no parece ser estable en términos estéricos. Estudios
mutacionales indican que BIR3 necesita el extremo amino-terminal de la subunidad
pequefa de caspasa-9 para un enlace eficiente (Srinivasula et a/, 2001; Henning et
al, 2002). De este modo, los requerimientos indispensables para la inhibicion de
caspasa-9 por XIAP estan localizados en la superficie del surco del dominio BIR3 y
el motivo tetrapéptido que une IAP (IBM) en la caspasa-9 (Fig. 6¢; Shi, 2004). La
secuencia del IBM de caspasa-9 es Ala-Thr-Pro-Phe (Srinivasula et al, 2001).

La unién del tetrapéptido de caspasa-9 a XIAP es la principal contribucién a
la inhibicién, pero otras interacciones débiles parecen ser esenciales. Por ejemplo,
la mutacién de la His343 en BIR3 resulta en una pérdida completa de la inhibicion,
lo que sugiere que ese aminoacido es importante para el contacto con caspasa-9
(Sun et al, 2000; Shi, 2004). La estructura del cristal de la caspasa-9 unida a BIR3
de XIAP (Shiozaki et al, 2003) sugiere que en el estado no inhibido la caspasa
procesada existe exclusivamente como mondémero. Este monémero tiene el
potencial para ser activado por el apoptosoma o de ser inhibido por XIAP. XIAP
inhibe potencialmente la actividad catalitica de la caspasa usando BIR3 para
heterodimerizar con el monémero de la caspasa-9 a través de la misma interfase
que es requerida para la homodimerizacion de la caspasa (Shi, 2004).

Asi, XIAP inhibe la caspasa-9 por el secuestro de ésta en un estado
monomérico, lo cual sirve para prevenir la actividad catalitica (Shi, 2004). En la
ausencia de procesamiento proteolitico, la procaspasa-9 es incapaz de formar
complejos estables con IAPs, ya que el IBM no esta expuesto en el extremo amino-
terminal. El procesamiento proteolitico de la procaspasa-9 en Asp315 conduce a la

exposicion del IBM (Shi, 2004).
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Caspasa-3

Caspasa-9

Figura 6. Inhibicion de las caspasas-3 y -9 por XIAP. A) Esquema representativo de la XIAP, se
observan los 3 dominios BIR y el dominio RING. B) Interaccién entre la caspasa-3 y XIAP. El
segmento de XIAP entre los dominios BIR1 y BIR2 interacciona con la caspasa-3. C) Interaccién

entre la caspasa-9 y las XIAP. El surco del dominio BIR3 se une a la caspasa-9. (Modificado de
Salvesen y Duckett; 2002).

El reconocimiento especifico de la caspasa-9 que se encuntra en interfase de
dimerizacion requiere de 4 aminoacidos en el dominio BIR3 de XIAP, los cuales no
estan conservados en el dominio BIR3 de clAP-1 o clAP-2. Estas observaciones
indican que a pesar de que clAP-1 y clAP-2 pueden unirse a la caspasa-9
involucrando interacciones con su IBM, ninguna de las dos clAPs puede interactuar
con caspasa-9 que se encuentra en interfase de dimerezacion de la caspasa. Asi, la
~ casapasa-9 no debiera ser sujeta a inhibicion por clAP-1 o clAP-2. El dominio BIR3
de clAP-1 o clAP-2 no exhibe ninguin efecto sobre la actividad catalitica de caspasa-
9 (Shiozaki et al, 2003; Shi, 2004).

Por otro lado, la actividad de ligasa de ubiquitina (E3) de las |APs, debido a
la presencia de RING, ha mostrado promover la degradacion de sus substratos. Por
ejemplo, XIAP puede ubiquitinar a la caspasa-3 activa y de este modo marcarla
para su degradacion proteosomal (Suzuki et al, 2001; Nachmias et al, 2004).

Recientemente, Smac fue identificado como substrato de la actividad E3 de
XIAP (MacFarlane et al, 2002). No esta claro el mecanismo por el cual las IAPs
aumentan su propia degradacion o de sus blancos (Nachmias et al, 2004). También
BRUCE ubiquitiniza a Smad; dicha actividad de BRUCE depende del dominio UBC

cataliticamente activo y el dominio BIR plegado apropiadamente, el cual se une al
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substrato- Smac. BRUCE aparentemente cataliza la monoubiquitinacion de Smac
(Bartke et al, 2004), a diferencia de XIAP, la cual es capaz de multiubiquitinizar a la
proteina (MacFarlane et al, 2002). La monoubiquitinicion de Smac por BRUCE
podria ocurrir para regularla (Bartke et al, 2004). Sin embargo, también se ha
reportado que Apollon (BRUCE humana) ubiquitina y facilita la degradacion
proteosomal de Smac y caspasa-9 (Hao et al, 2004).

Por su parte, estudios recientes han mostrado que la interaccion entre
survivina y Smac es crucial para la habilidad de survivina de inhibir la apoptosis

inducida por taxol (Song et al, 2003: Nachmias et al, 2004).

1.2¢ Regulacion de Iasb IAP

Las IAPs son reguladas positiva y negativamente a varios niveles. La
expresion de las 1APs se regula a nivel transcripcional. Las 1APs tienen diferentes
patrones de expresiéon genética, lo cual sugiere que los miembros de esta familia
multigénica no son redundantes (Nachmias et al, 2004). Por ejemplo, hay diferentes
patrones de expresiéon de Livin, XIAP y survivina durante el curso de activacion de
linfocitos (Nachmias et al, 2004). El factor transcripcional NFxB controla la
transcripcion de varios genes reguladores de apoptosis incluyendo a la XIAP, clAP-
1y clAP-2 (Nachmias et al, 2004). Asimismo, la ruta de sefalizacion de Akt/PkB
promueve la sobrevivencia celular; Akt induce una regulacion a la baja de proteinas
proapoptoticas y una regulaciéon a la alza de proteinas antiapoptoticas como las
IAPs y miembros de la familia Bcl-2 (Hersey y Zhang, 2003).. A nivel traduccional, el
mRNA de la XIAP contiene una secuencia no traducible en el extremo 5’ conocida
como IRES (internal ribosomal entry site). Durante la apoptosis se inhibe la
traduccién de proteinas dependiente de cap (Clemens et al, 2000). Se cree que las

secuencias IRES contindan su traduccion bajo dichas circunstancias celulares
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(Holcik et al, 2000a; Nachmias et al, 2004).

Por su parte, la actividad antiapoptotica de las IAPs es inhibida por una
familia de proteinas que contienen un motivo tetrapéptido que une IAP (IBM, /AP-
binding motif) (Shi, 2002a; Nachmias et al, 2004; Shi, 2004). Un miembro de dicha
familia es Smac/DIABLO (Du et al, 2000; Verhagen et al, 2000). Smac se sintetiza
en el citoplasma y es transportado al espacio intermembranal de la mitocondria
(Nachmias et al, 2004; Shi, 2004). Cuando se presenta un estimulo apoptético, se
libera al citoplasma e interactia con multiples 1APs eliminando la inhibicion de
caspasas iniciadoras y efectoras mediada por IAPs (Chai et al, 2000; Nachmias et
al, 2004; Shi, 2004).

Smac recién sintetizada contiene 239 aminoacidos. En su extremo amino-
terminal, 55 residuos codifican la secuencia de localizacién mitocondrial, los cuales
son proteoliticamente removidos en la proteina Smac madura (Du et al, 2000;
Verhagen et al, 2000; Shi, 2004). Como resultado de la protedlisis de Smac
inmadura, ocurre la exposicion de 4 aminoacidos hidrofébicos (Ala-Val-Pro-lle) en el
extremo amino-terminal de Smac madura. Dicho tetrapéptido representa el péptido
de los miembros de la familia de proteinas con IBM en mamiferos y en Drosophila
sp (Shi, 2002a; Shi, 2004). El analisis estructural revela que el IBM se une a la
superficie del surco conservado de BIR3 de XIAP; en dicha unién la Ala es esencial
(Liu et al, 2000; Wu et al, 2000). El IBM de Smac es similar al de caspasa-9 y por
eso libera completamente la inhibicion de caspasa-9 mediada por XIAP (Shi, 2004).

A pesar de que el IBM de Smac aislado contrarresta la inhibicion de '
caspasa-9 por XIAP, éste juega un papel menos directo en la remocion de la
inhibicion de caspasas efectoras por IAPs (Shi, 2004). La union del tetrapéptido de
Smac a la superficie del surco de BIR2 no puede remover la inhibicién de caspasa-3

y -7. Sin embargo, Smac madura si es capaz de eliminar la inhibicion de caspasa-3
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mediada por XIAP (Shi, 2004). Estudios con modelaje indican que una vez que el
dominio BIR2 esta unido a Smac madura, el péptido requerido para la inhibicion de
caspasa-3 esta parcialmente cubierto por Smac (Chai et al, 2001). Asi, queda
excluida una unién simultanea de BIR2 a caspasa-3 y Smac (Shi, 2004). En este
modelo, la union a BIR2 requiere no sélo del IBM de Smac sino también de una
extensa superficie disponible sélo en el dimero de Smac. Lo que es consistente con
la observacion de que Smac monomérica interacciona débilmente con BIR2, y es
incapaz de remover la inhibicién mediada por IAP de caspasa-3 (Chai et al, 2000;
Shi, 2004). |

Smac también se une a BRUCE y elimina su funcién inhibidora. Por un lado,
por el desalojo de las caspasas unidas al dominio BIR, y por el otro, previniendo el
enlace de BRUCE con las caspasas (Bartke et al, 2004).

Los BIR de la XIAP tambien se unen a Omi/Htra2 y al factor asociado a XIAP
(XAF-1). Al igual que Smac, XAF-1 tiene la habilidad de impedir la inhibicion de
caspasas mediada por XIAP (Wu et al, 2000; Liston et al, 2001; Suzuki at al, 2001;
Hegde et al, 2002; Nachmias et al, 2004). XAF-1 es una proteina nuclear que se
induce por inteferén y su sobreexpresion neutraliza el efecto antiapoptético de la
IAP por su secuestro en el nucleo (Liston et al, 2001; Nachmias et al, 2004).

Otro mecanismo de regulacion de las IAPs es el hecho de que éstas pueden
ser fragmentadas por las caspasas. Las caspasas efectoras -3, -6 y -7 son
responsables de la fragmentacién proteolitica de las diferentes IAPs. La protedlisis
especifica y funcional por caspasas se ha descrito en XIAP, clAP-1 y Livin
(Nachmias et al, 2004). La protedlisis de XIAP por caspasas produce dos
fracciones, una comprende a BIR1-2 y la ofra a BIR3-RING. El fragmento amino-
terminal de BIR1-2 muestra un débil efecto inhibitorio de la caspasa-3 y -7, mientras

que la fraccién BIR3-RING retiene su capacidad de inhibir caspasa-9 (Deveraux et
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al, 1999a; Nachmias et al, 2004). Ei éorte en clAP-1 ocurre inmediatamente
después de BIR3 y produce un fragmento carboxilo-terminal proapoptético, en el
cual el dominio RING estd precedido por una secuencia espaciadora de
aminoacidos (Clem et al, 2001). No es sorprendente la actividad proapoptética del
fragmento de clAP-1 sin BIR, ya que los dominios RING de otras IAPs de
baculovirus y de mamiferos son capaces de inducir apoptosis cuando se expresan
sin su dominio BIR (Harvey et al, 1997; Nachmias et al, 2004). Livin se fragmenta
por caspasas efectoras en el Asp52 y se produce una subunidad carboxilo-terminal
grande que contiene a BIR y RING (Nachmias et al, 2003). Sin embargo, el
fragmento de Livin muestra una actividad proapoptética a pesar de contener el
dominio BIR. Se sugiere la existencia de un motivo desconocido en los primeros 52
aminoacidos de Livin, que puede modular el efecto antiapoptético de BIR. La
ausencia de dicho motivo puede aumentar la actividad E3 de RING que a su vez
marca a ofras proteinas antiapopticas para su degradacion mediada por el
- proteosoma (Nachmias ef al, 2004).

Se encontr6 que BRUCE es substrato de caspasas. La fragmentacion hecha
por caspasas resulta en un fragmento de BRUCE que contiene el dominio BIR
completo. Sorpresivamente este fragmento quedé completamente carente de la
actividad de IAP, sugiriendo que otras propiedades de BRUCE, asi como la
homodimerizacion, se requieren ademas del dominio BIR para la funcion de IAP
(Bartke et al, 2004).

La fosforilaciéon también ha mostrado estar involucrado en la regulaciéon de
algunas |APs. Recientemente se ha observado un efecto de sobrevivencia por la
fosforilacion de XIAP por Akt. La fosforilacion de XIAP reduce su ubiquitinacion, lo
cual resulta en una gran estabilidad de XIAP (Dan et al 2004). Sin embargo la

relevancia de la fosforilacion no esta clara (Nachmias et al, 2004).
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Por otro lado, en respuesta a un estimulo-apoptoético, XIAP y clAP-1 entran
en un proceso de autoubiquitinacién, lo cual las marca para la degradacién
proteosomal (Yang et al, 2000; Nachmias et al, 2004). La autoubiquitinacién es un
mecanismo mediante el cual ciertas IAPs pueden regular negativamente su propia

actividad (Nachmias et al, 2004).

1.2d Las IAPs en la Transduccién de Sefiales

Existen varios reportes que apuntan a un papel importante de algunos
miembros de la familia de las IAPs en procesos de transducciéon de sefiales. En el
caso especifico de la clAP-1 y la clAP-2, éstas son las uUnicas IAPs que se han
identificado bioguimicamente (Rothe et al, 1995) como parte de un complejo de
sefalizacion que se recluta al dominio citoplasmatico del receptor al factor de
necrosis tumoral tipo 2 (TNFR2) (Fig. 7a; Salvesen y Duckett, 2002).

Se sabe que clAP-1 y -2 no tienen contacto directo con TNFR2, sino que son
reclutadas al receptor por la uniéon de sus respectivos dominios BIR al
heterocomplejo TRAF1/TRAF2 (Fig. 7a; Rothe et al, 1995). Se ha reportado que la
unién del factor de necrosis tumoral (TNF) a TNFR2 induce la ubiquitinacion y
degradacion proteasomal del factor asociado a TNFR tipo 2 (TRAF2), mediada por
clAP-1 (Li et al, 2002; Aggarwal, 2003). También, se ha descrito que TRAF1,
TRAF2 y las clAPs trabajan conjuntamente para suprimir la apoptosis inducida por
TNF en el complejo intracelular de sefalizacion de TNFR1 (Wang et al, 1998, Park
et al, 2000; Cheng et al, 2002).

Por su parte, clAP-2 se ha implicado funcionalmente en la activacion de
NF«B (el cual induce la expresion de varios genes antiapoptéticos incluyendo los de
las IAPs) y proteccion de la apoptosis promovida por TNF (Chu et al, 1997). TNFa

induce la expresion de clAP-2 a través de la activacion de NFxB. Asimismo, la
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sobreexpresion de clAP-2 también puede conducir a la activacion de NFxB y la
expresion de clAP-2 suprime la muerte celular inducida por TNFa a través de
TNFR1, mientras que una mutante de clAP-2 carente del dominio RING inhibe la
induccion de NF«xB por TNF y aumenta la letalidad de TNF (Chu et al, 1997).

Por otro lado, se ha mostrado que varios miembros de la familia de las I1APs
regulan la apoptosis de manera independiente de caspasas a través de la ruta de
transducdén de sefales de la proteina activada por mitdgeno (MAP) Jun cinasa 1
(JNK1) (Sanna et al 2002; Nachmias et al, 2004). JNK fosforila a c-jun y asi,
incrementa su actividad transcripcional. Ademas, se ha reportado que JNK activa a
otros factores transcripcionales como ATF-2, Elk-1, p53 y c-myc. El papel de JNK
en la activacion de la muerte celular ha sido objeto de debate; comenzando con la
propuesta de no tener ningin papel en la muerte celular, de tener actividad
proapoptotica, o bien, de ser antiapoptotico. Asimismo, la activacién de JNK regula
y aparentemente es regulada por NFxB (Nachmias ef al, 2004). NAIP, XIAP y Livin
son capaces de activar JNK1, mientras que clAP-1, clAP-2 y Survivina no lo hacen
(Nachmias et al, 2004).

XIAP interactia con el receptor de la broteina morfogenetica del hueso
(BMP) tipo 1 (Yamaguchi et al, 1999) y al receptor del factor de crecimiento
transformante B (TGB-B) tipo 1 (Fig. 7b; Birkey Reffey ef al, 2001). La interaccion de
XIAP con el receptor a BMP ocurre a través de su dominio RING, mientras que BIR
se une a TAB1, un cofactor de TAK1 (cinasa MAP3 que participa en la cascada de
senalizacion, por debajo de BMP) (Yamaguchi et al, 1999; Nachmias et al, 2004).

Por su parte, hay tres rutas de sefializacion que pueden activarse en
respuesta a TGF-f (transcripcion dependiente de NFxB, de JNK y de SMAD) y
XIAP ha mostrado activar las tres (Birkey Reffey et al, 2001). NAIP y Livin son
capaces de activar selectivamente a JNK1, probablemente por interaccién con
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Figura 7. Participacion de las 1APs en la transduccion de sefales. a) La intervencién de clAP-1y
-2 en la ruta de sefializacidon intracelular de los receptores TNFR-1 y 2. Las clAP-1y -2 se une
indirectamente al TNFR2 a través de su interaccion con TRAF-1 y 2. TRADD, proteina con dominio
de muerte asociada al TNFR. b) Contribucién de la XIAP en la transduccién de la senal del receptor

TGF-B. La XIAP se asocia con el receptor TGF-B (entre otros), a Tak1 y a Tab1. Ver el texto para
mas detalles (Modificado de Salvesen y Duckett; 2002).

TAB1 y TAK1 (Nachmias et al, 2004). Se ha descrito que la expresion de mutantes
inhibitorias de TAK1 o JNK1 reducen la capacidad de XIAP, NAIP o Livin de
suprimir la muerte apoptoética inducida por ciertos estimulos, asi como TNF-a y
caspasa-1, pero no por otros (Sanna et al 2002; Nachmias et al, 2004). Ademas,
XIAP induce la activacion de NFxB, promoviendo de esta manera la sobrevivencia
celular. Dicha activacion de NFkB se inhibe en presencia de TAK1 cataliticamente
inactiva (Hofer-Warbinek et al, 2000; Nachmias et al, 2004). De este modo, parece
ser que las IAPs estan involucradas en la transduccién de sefiales mediada por
JNK, especialmente en el contexto de una estimulacion inflamatoria, y que este
efecto es de sobrevivencia. Asi, el debate es si las 1APs inducen o inhiben la

activacién de JNK (Nachmias et al, 2004).

1.2e Papel de las IAPs en la Sobrevivencia Neuronal

En células neuronales, se ha sugerido que las IAPs pueden ser importantes

24



en la proteccion ante el dafo neuronal, como el que ocurre en un cuadro isquémico,
y en la sobrevivencia de neuronas que se observa por accion de agentes tréficos.
Particularmente, se ha descrito que la estimulaciébn de neuronas sensoriales y
simpaticas en cultivo con el factor de crecimiento neuronal (NGF), induce una
expresion rapida de ITA (homodlogo de pollo de clAP-2). En dichos cultivos, la
sobreexpresion de ITA promueve sobrevivencia neuronal en ausencia de NGF. Por
el contrario, la expresion del RNA antisentido de la IAP, neutraliza el efecto tréfico
de NGF (Sendtner, et al; 2000).

Las neuronas simpaticas tienen la capacidad de activar alternativamente dos
rutas de muerte dependientes de caspasas cuando se les priva de NGF. La
presencia de ambas rutas puede estar implicada en asegurar el adecuado
desarrollo del sistema nervioso. Estas neuronas sufren una muerte celular
dependiente de caspasa-2 ante la privacion del factor trofico. En este caso, la ruta
dependiente de caspasa-9 se encuentra suprimida, presumiblemente por MIAP-3
(homélogo de ratén de XIAP). Sin embargo, las neuronas carentes de caspasa-2
mueren por una ruta dependiente de caspasa-9 mostrando ademas un incremento
en la expresion de Smac (Troy, et al; 2001).

Por otro lado, mientras que la mayoria de las células no neuronales mueren
de forma dependiente de la liberacion de citocromo c al citosol; las neuronas
simpaticas son resistentes a la inyeccion de citocromo c. Se sabe que la XIAP
regula la activacién de caspasas después de la liberacion de citocromo ¢ en
neuronas simpéticas: Esto explica por qué las neuronas deficientes de XIAP mueren
rapidamente con citocromo c citosdlico. Por su parte, la liberacion de Smac
enddgeno no es suficiente para evitar la resistencia dependiente de XIAP de las
neuronas simpaticas. La remocion de la inhibicion por XIAP es necesaria y

suficiente en la activacién de caspasas dependiente de citocromo ¢ en neuronas
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simpdticas (Potts, et al; 2003).

En el caso de las motoneuronas, la XIAP y NAIP, pero no clAP-1, estan
involucradas en la respuesta intracelular ante el factor neurotréfico derivado de glia
(GDNF). En ratas neonatas, GDNF regula los niveles endégenos de XIAP y NAIP
en motoneuronas después de la axotomia del nervio ciatico. La inhibicion de XIAP y
NAIP previene el efecto neuroprotector de GDNF. Lo anterior sugiere que estas
IAPs son esenciales en la sefalizacion intracelular de GDNF para la sobrevivencia
de motoneuronas (Perrelet, et al; 2002). Por lo demas, ocurre una muerte
apoptética en motoneuronas de ratas neonatas pero no en adultas después de una
lesion de un nervio periférico. Durante el desarrollo postnatal de la médula espinal
se observa un incremento en la expresion de XIAP, NAIP y clAP-2 y se inicia la
expresion de clAP-1 mientras que la de XAF1 disminuye. Después de una axotomia
del nervio ciatico, en ratas neonatas hay una pérdida significativa de las IAPs en
motoneuronas danadas, mientras que en el adulto hay una disminucién moderada.
La sobreexpresion de XAF1 transfectada en motoneuronas adultas abate totalmente
la resistencia natural de éstas células a la axotomia (Perrelet, et a; 2004).

Ratones carentes de NAIP1 muestran un desarrollo normal. Sin embargo, en
estos animales se reduce notablemente |la sobrevivencia de neuronas piramidales
de hipocampo después de un daiio limbico inducido por acido kainico. A pesar de
que NAIP1 parece no ser necesaria para el desarrollo normal del ratén, la expresion
de NAIP1 endbgena se requiere para la sobrevivencia neuronal en condiciones
patolégicas (Holcik, et al, 2000b). " Por su parte, el tratamiento con bajas
concentraciones de N-metil-D-aspartato (NMDA) incrementa los niveles de XIAP en
neuronas hipocampales en cultivo, mientras que reduce los niveles de mRNA y la
proteina de caspasa-3. El tratamiento con NMDA también inhibe la activacién de

caspasa-3 y las neuronas son mas resistentes a la muerte causada por altas
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concentraciones de glutamato y estaurosporina (Korhonen, et al; 2004).

En el caso particular de pacientes con Sindrome de Down (SD), se han
observado niveles reducidos del mRNA de NAIP en fetos de 23 semanas de
gestacion, asi como de los niveles de la proteina en cerebros de SD adultos.
Especialmente, se ha demostrado una reduccién en los niveles de NAIP en la
corteza occipital de pacientes SD adultos que presentan neurodegeneracién tipo

Alzheimer (Seidl, et al; 1999).
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Il. ANTECEDENTES

Durante el desarrollo, se ha observado que ocurre un proceso de muerte
masiva en ciertas poblaciones del sistema nervioso (SN) (Oppenheim, 1991).
Recientemente, se ha determinado que la muerte que ocurre bajo estas condiciones
es de naturaleza apoptoética y que esta finamente regulada en tiempo y espacio ya
que juega un papel critico en la morfogénesis y sinaptogénesis del SN (Kuida et al,
1996). Las neuronas requieren de la presencia de factores tréficos tanto para la
sobrevivencia como para la diferenciacién (Balazs et al, 1988; Burgoyne y Cambray-
Deakin, 1988), la migracion (Komuro y Rakic, 1993) y la sinaptogénesis (Bloch y
Pumplin, 1988). Tanto las aferencias en general como diversos factores derivados
de las células gliales han mostrado ser importantes en la regulacién y sobrevivencia
de neuronas en desarrollo (Oppenheim, 1991).

La dependencia a factores troficos tanto de los diferentes tipos neuronales
como de las células gliales es importante en diferentes etapas del desarrollo. Las
sefales troficas provienen no solo de los factores neurotréficos clasicos, sino
también de otros factores de crecimiento de diversas familias de proteinas e incluso
de la liberaciéon de neurotransmisores por las terminales aferentes, y de la actividad
eléctrica de las células vecinas (de la Rosa y de Pablo, 2000). La muerte celular
afecta a las células precursoras neuronales y neuroblastos jovenes en etapas
tempranas del desarrollo.

Los cultivos primarios de neuronas granu]ares de cerebelo (NGC) se han
usado como modelo para estudios de muerte apoptoética. En esta preparacién se ha
demostrado que la despolarizacién crénica con KCl (25 mM) o la estimulacion con
NMDA (150 M), un agonista de un subtipo de receptores a glutamato, promueve la

sobrevivencia y la diferenciacion de NGC (Gallo et al, 1987; Balazs et al, 1988;
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Moran y Patel, 1989; Alavez et al, 1996; Moran et al, 1996; Balazs et al, 1998;
Moran et al, 1999) (Fig. 8). Asi, el glutamato puede ejercer un efecto trofico sobre
las NGC que parece estar modulado por los receptores tipo NMDA (Gallo et al,
1987; Balazs et al, 1988; Balazs et al, 1992; Burgoyne et al, 1993; Moran et al,
1999).

Recientemente, sé ha demostrado que el tipo de muerte que se observa en
NGC en cultivo que se mantienen en condiciones no despolarizantes (5 mM KCI) es
de naturaleza apoptética y que las condiciones despolarizantes producidas por el
KCI (25 mM) y la estimulacion de los receptores tipo NMDA pueden retardar de
manera sensible este proceso (D'Mello et al, 1993) (Fig. 8). Sin embargo, este
efecto requiere que las células sean estimuladas al menos durante 5-7 dias in vitro
(DIV) a partir del 2 DIV (Moran et al, 1996). Se ha sugerido que la diferenciacion y
sobrevivencia promovidas por el NMDA en NGC en cuiltivo, mimetiza el efecto de la
activacion de los receptores a glutamato de estas células a través de las fibras
musgosas provenientes de los nucleos pontinos, en periodos especificos del
desarrollo cerebelar (Balazs et al, 1988; Moran et al, 1996). Asimismo, aunque se
conoce el mecanismo general de accion de la estaurosporina (STS) como un
inhibidor de proteinas cinasas, se ignora la forma particular en la que induce
apoptosis. La STS se ha empleado ampliamente como inductor de apoptosis
neuronal asociada a la activaciéon de caspasas.
En los cultivos de NGC se ha examinado la expresion enddgena de cuatro
miembros de la familia de las IAPs (Simons et al, 1999): XIAP, IAP1 de rata (RIAP1;
homologo de clAP-2), IAP2 de rata (RIAP2; homélogo de clAP-1) y NAIP. Las NGC
expresan niveles significativos de la proteina y del mRNA de RIAP2, pero no se
détecta la expresion de RIAP1, NAIP y XIAP. Los niveles de RIAP2 no cambian

cuando a las células se les indujo muerte por la remociéon de condiciones
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despolarizante de potasio (25 mM KCI) (Simons et al, 1999).

Figura 8. Fotos representativas de NGC en cultivo. NGC inmaduras, obtenidas de ratas de 8 dias
postnatales cultivadas 5-7 dias in vitro (DIV) en un medio con 25 mM KCl (K25) sobreviven (A). Pero
si dichas células se cultivan de 5-7 DIV en un medio con 5 mM KCI (K5), las células mueren (B). La
estimulacién con NMDA 150 mM (C) es capaz de inducir la sobrevivencia de estas células. Sin
embargo, las células transferidas de un medio con K25 a uno con K5, también mueren (D). La barra
indica 30 um de largo.

Por su parte, la sobrexpresion de algunas IAPs protege a las NGC de
algunos estimulos apoptéticos. Simons y colaboradores (1999) describen un retardo
en la muerte apoptética de NGC en condiciones no despolarizantes (5 mM KCI)
cuando se induce la expresion de XIAP, hlAP-1, hIAP-2 y NAIP. Por otra parte, se
ha reportado que la sobrexpresion de la XIAP humana en cultivos primarios de NGC
protege de la muerte apoptética inducida no sélo por la remocién aguda de

condiciones despolarizantes de potasio, sino también por la privacion de suero

30



(Eldadah et al, 2000). Sin embargo, cuando a las NGC en cultivo se les da un
stimulo apoptético excitotdxico, la sobrexpresion de XIAP, hlAP-1, hIAP-2 y NAIP no
protege a estas células de la muerte (Simons et al, 1999).

Hasta ahora no ha quedado clara la participacién de las IAPs en los procesos
de sobrevivencia que se observan en las NGC cuando se les cultiva en condiciones
despolarizantes de alto potasio (KCIl, 25 mM) o cuando son estimuladas con NMDA.

Por otro lado, es sabido que la pérdida del control del ciclo celular es un
factor importante en la progresion de tumores. Se ha encontrado que moléculas
antiapoptoticas de la familia de Bcl-2 y de las IAPs juegan un papel relevante en la
sobrevivencia y la subsecuente proliferacion de las células tumorales. Hasta ahora
los reportes mas frecuentes de la participacion de las I1APs en cancer son referentes
a la expresion de la survivina. La expresion alterada de la survivina parece ser un
evento comun asociado a la patogénesis de la mayoria de los canceres humanos.
La reduccién en la expresion de la survivina causa sensibilizacién apoptética a
drogas anticancerigenas en algunas lineas de células tumorales, implicando que la
expresion de la survivina puede ser importante para la sobrevivencia celular y
quimioresistencia en carcinomas (Ambrosini et al, 1998).

Particularmente, en los tumores derivados de células del SN, asi como
neuroblastoma, se encuentran niveles altos de moléculas antiapoptéticas como Bcl-
2 y survivina. El neuroblastoma es un tumor embrionario de células
neuroectodermales derivadas de la cresta neural, que se manifiesta en la infancia y
que se destina a la médula adrenal y al sistema nervioso simpatico.

Otro tumor derivado del SN es el meduloblastoma, un tumor embrionario
maligno e invasivo del cerebelo que se manifiesta principalmente en la infancia y
que tiene una tendencia inherente a metastasis via el liquido cefaloraquideo. Por

dichas caracteristicas, es importante identificar los factores que determinan la
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sobrevivencia y progresion de este tipo de tumores.

Hasta el momento es muy poco lo que se sabe de la participacion de las
IAPs en la sobrevivencia de las células de tumores neurales de humano y de como
estas moléculas pueden de alguna forma proteger a dichos tumores de los
tratamientos convencionales dirigidos contra estos tipos de canceres.

Se ha visto que existe una participacion diferencial de los miembros de esta
familia dependiendo del tipo de célula tumoral. En el caso de la linea de
neuroblastoma humano MSN, usando oligonucleédtidos antisentido contra la
survivina, se induce un tipo de muerte celular independiente de caspasas con un
incremento en los niveles de XIAP y en la traslocacion del factor inductor de
apoptosis (AlIF), de la mitocondria al nucleo (Shankar et al, 2001). En contraste,
cuando se le da el mismo tratamiento a la linea de oligodendroglioma TC620, se
incrementa la cantidad de células en proceso de muerte dependiente de caspasas
(Shankar et al, 2001).

Por lo anterior, se observa que moléculas reguladoras de apoptésis como las
IAPs pueden modular procesos de sobrevivencia-muerte tanto en células en
diferenciacion (NGC) como en células tumorales. Sin embargo, la importancia y los
mecanismos por los cuales esto ocurre no estan claros hasta el momento, lo que es
crucial por sus implicaciones en el tratamiento de tumores del SN. Basados en
estos antecedentes, en este trabajo se exploré el papel de los miembros de la
familia de las IAPs en la sobrevivencia de NGC en cultivo y de células de lineas

celulares derivadas de tumores del SN.
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. HIPOTESIS

En condiciones fisiolégicas, las IAPs modulan la sobrevivencia de las NGC.
Cuando hay una alteracion en la expresion de estas moléculas se afectara la

muerte/sobrevivencia celular.

IV. OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la participaciéon de moléculas de la familia de las IAPs en el

proceso de sobrevivencia de NGC y de células tumorales.

Objetivos Particulares
. Determinar los niveles basales de las IAPs en NGC, meduloblastoma y

neuroblastoma.
. Estudiar los cambios en la expresion de IAPs en NGC, meduloblastoma

y neuroblastoma al inducir muerte con 5 mM de KCI o estaurosporina.
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V. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1 CULTIVOS PRIMARIOS DE NGC

Se hicieron cultivos primarios de neuronas de cerebelo de ratas Wistar de 7
dias de nacidas de acuerdo a la técnica descrita por Moran y Patel (1989). Se utilizd
un medio de cultivo de Eagle suplementado con suero fetal bovino (10 %) inactivado
por calor, 25 mM de KCI (K25), 2 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml
de estreptomicina. La densidad final de los cultivos fue de 1.5 x 10° células/ml. Para
permitir la adherencia neuronal, las cajas fueron previamente tratadas con 5 pg/ml
de poli-L-lisina. Después de 20 h, las células se trataron con citosina arabinosa (10
HMM) para impedir la proliferacion de células no neuronales. Los cultivos se
mantuvieron a 37 °C en una atmésfera de CO, (5 %) y aire saturado con vapor de
agua (95 %).

Después de 7-8 DIV, las células se sometieron a diferentes tratamientos para
inducir muerte apoptética. Un grupo de células se transfiri6 a un medio con KCI 5
~mM (K5). Otro grupo de células se mantuvo en el medio con altas concentraciones
de potasio (K25) y se tratdé con estaurosporina (500 nM; STS). En ambos
protocolos, las células se incubaron diferentes tiempos, se homogenizaron en
amortiguador de lisis a 4 °C (Tris-HCI 25 mM pH 7.4; NaCl 50 mM; IGEPAL 2 %;
Dodecil sulfato de sodio: SDS 0.2 %; y un céctel de inhibidores de proteasas). Se
determind la cantidad de proteina en los homogenados con el método de Bradford

(Bradford, 1976). Las muestras se almacenaron a —-20 °C para su posterior

evaluacion.

5.2 CULTIVOS DE LINEAS CELULARES

Se emplearon cultivos de células tumorales provenientes del Sistema
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Nervioso. Se utiliz6 la linea MSN de neuroblastoma (donacién de la Dra. Clorinda
Arias, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). Las células se mantuvieron
en un medio RPMI suplementado con suero fetal bovino inactivado (10 %), una
solucion de aminoacidos no esenciales (1 %; GIBCO) y con 1 % de una solucion
que contiene 10 mM de L-glutamina, 47 mM de L-serina y 38 mM de L-asparagina.
Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera de CO; (5 %) y aire saturado
con vapor de agua (95 %). Cuando los cultivos llegaron a confluencia, se les indujo
muérte apoptoética con STS (300 nM). Las células se incubaron diferentes tiempos

siguiendo el mismo protocolo que el mencionado para las NGC.

5.3 OBTENCION DE TEJIDOS

Ratas Wistar de 8 dias postnatales se sacrificaron por decapitacion y se
removié el hipocampo, el cerebelo, parte del cerebro y el bazo. Por otro lado, un
ratobn adulto de la cepa C57BL6, igualmente se sacrifico por decapitacion y se
extrajo el pulmén, el corazoén, el higado, el rifidn y el bazo. Los tejidos extraidos se
homogenizaron en amortiguador de lisis a 4 °C (descrito arriba). Los homogenados
obtenidos se centrifugaron a 15 000 g durante 15 min, se recuperé el sobrenadante,
y se determiné la cantidad de proteina con el método de Bradford (Bradford, 1976).

Las muestras se almacenaron a —20 °C hasta su posterior analisis.

5.4 ANALISIS DE REPLICAS TIPO WESTERN

Las proteinas de los homogenados, tanto celulares como de tejidos, se
separaron a través de una electroforesis en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE por sus siglas en inglés; 5-17 %) y fueron
transferidas a una membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride; Millipore,

Immobilon™-P). La membrana se bloque6 por 1 h con leche descremada al 5 % y
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posteriormente se incub6 toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario policlonal
de conejo dirigido contra alguna de las siguientes proteinas: survivina (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Cat. sc-10811, dilucién 1:75); XIAP (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Cat. sc-11426, dilucién 1:75); clAP-2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Cat. sc-
7944, dilucién 1:75); clAP-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Cat. sc-7943, dilucion
1:75). También se utilizé el anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra clAP-1
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Cat. sc-1869, dilucion 1:75) y el anticuerpo
monoclonal de ratén dirigido contra survivina (NOVUS Biologicals, Cat. NB5000-
238A3, dilucion 1:1000). Finalmente las membranas se incubaron con anticuerpos
secundarios acoplados a fosfatasa alcalina; dirigidos contra IgG de conejo (BIO-
RAD Laboratories, Cat. 172-1016, dilucion 1:15 000; SIGMA, Cat. A-3687, dilucion
1:30 000), de cabra (ZyMax, Cat. 81-1622, dilucién 1:15 000) y de ratén (SIGMA,
Cat. A-9316, dilucion 1:30 000) durante 1h a temperatura ambiente. La
inmunodeteccidon se realiz6 utilizando un substrato quimioluminiscente para
fosfatasa alcalina (CDP-Star™, BioLabs, Inc., Cat. N7001S).

A los res/ultados obtenidos a partir de los inmuensayos tipo Western se les
realizé un analisis densitométrico con el programa imageJ. A ios datos numéricos
emanados de dicho andlisis se les aplicé la prueba estadistica de ¢ de dos

poblaciones independientes.
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VI. RESULTADOS

A pesar de que ya Simons y colaboradores (1999) exploraron la expresién
basal de algunos de los miembros de la familia de las IAPs en cultivos primarios de
NGC, aun no queda clara la expresion las IAPs en dichas células, ni su posible
participacion en la sobrevivencia. Por esta razén, nosotros analizamos los niveles
de expresiéon de algunas de éstas moléculas (clAP-1, clAP-2, XIAP, BRUCE y
survivina) en NGC y células MSN bajo condiciones de sobrevivencia y de muerte

apoptaética.

6.1 NIVELES DE IAPs EN NGC Y MSN

Para determinar los niveles de proteina basal de algunos miembros de la
IAPs en NGC, se hicieron cultivos primarios de NGC (Fig. 9) de ratas Wistar de 7
dias de nacidas de acuerdo a la técnica descrita por Moran y Patel (1989). En
paralelo al analisis de las NGC se emplearon cultivos de diferentes lineas celulares,
particularmente la linea de neuroblastoma MSN (Fig. 10), que posee una expresion
alterada de ciertas moléculas antiapoptéticas (Shankar et al, 2001). Como ya se
menciono, se utilizaron anticuerpos comerciales dirigidos a las IAPs de interés para
realizar inmunoensayos.

En los homogenados totales de las NGC bajo condiciones de sobrevivencia
(K25; Fig. 9A) se detecto la expresion de clAP-1 (Fig. 11 Ay C), clAP-2 (Fig. 12A),
XIAP (Fig. 13A) y survivina (Fig. 15A). En el caso de la survivina los controles
positivos son los astrocitos por ser células proliferativas y las mismas células MSN
(Shankar, et al; 2001), mientras que el control negativo es el bazo, principalmente el

bazo del ratén adulto (Fig. 15A). Sin embargo, no se observa expresion de BRUCE
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Figura 9. Fotos representativas de los cultivos de NGC bajo condiciones de sobrevivencia o
muerte. Fotos obtenidas por microscopia de campo claro de NGC cuitivadas por 7 DIV en un medio
con 25 mM KCI (K25). A) Cultivo control en estado de sobrevivencia con un medio con K25. B)
Cultivo después de 9 h de haber sido transferido de un medio con K25 a uno con 5 mM de KCi (K5).
C) Cultivo estimulado con 500 nM de STS por 9 h. La barra indica 25 pm de largo.

Figura 10. Fotos representativas de células MSN en cultivo. Fotos obtenidas por microscopia de
campo claro de células MSN. A) Células control. B) Células tratadas con 300 nM de STS por 10 h. La
barra indica 25 pm de largo.
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Figura 11. Expresion de clAP-1 en NGC y células MSN en sobrevivencia y muerte apoptética.
A) Western blot realizado con homogenados de cultivos primarios de NGC mantenidos por 7 DIV en
condiciones despolarizantes (K25) y después de 8-9 h de tratamiento con los inductores de muerte
correspondientes. B) Los resultados obtenidos por el andlisis densitométrico de la banda de 68 KDa
que se observa en la Western blot de A. C) Western blot realizado con homogenados de cultivos
primarios de NGC (bajo las mismas condiciones de A), de cultivos primarios de astrocitos (Ast) de 15
DIV y de células MSN con o sin la estimulacion con STS por 9 h. D) Los resultados obtenidos por el
analisis densitométrico de la banda de 68 KDa que se observa en la Western blot de C,
correspondiente a los carriles de MSN. Se observa que las NGC control expresan la IAP y que K5 y
STS induce una disminucién de dicha expresiéon (A, B y C). Los controles de las células MSN no
expresan la proteina pero la STS induce su expresion (C y D). La flecha en A y C indica una banda
de 68 KDa correspondiente al peso de clAP-1. En todos los casos las condiciones se expresan
como: control (C), transferencia a un medio no despolarizante (K5), estimulacién con STS (STS). Los
valores de las graficas en B y D son la media * el error estandar y se expresan como el porcentaje
con respecto al control de unidades de densitometria optica (UDO); * p < 0.05,n=3 en By n=2 enD.
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(Fig. 14B); cuyos controles positivos son corazon, cerebro, pulmén y bazo (Hauser
et al, 1998; Chen et al, 1999).

Por su parte, en los inmunoensayos realizados con los homogenados de los
cultivos de células MSN bajo condiciones de sobrevivencia (Fig. 10A) se observé la
expresion de clAP-2 (Fig. 12A), de survivina (Fig. 15) y BRUCE (Fig. 14 A y B) pero

no de clAP-1 (Fig. 11C) y XIAP (Fig. 13A).

6.2 EFECTO DE LA MUERTE APOPTOTICA INDUCIDA POR K5 Y STS
EN LOS NIVELES DE IAPs EN NGC

Para medir los niveles de las IAPs en las NGC bajo condiciones de muerte
apoptotica, se empleé la transferencia de las NGC de un medio despolarizante
(K25) a uno no despolarizante (K5). También se indujo muerte con STS (500 nM).
En ambos casos se observd la morfologia de las células bajo microscopia de
contraste de fases y se confirmé que los cultivos tratados por 24 h con K5 o STS se
encontraban en proceso de muerte comparados con los cultivos control. Los cultivos
usados para los ensayos de Western blot se tomaron entre las 8-11 h de
tratamiento con K5 o STS ya que los picos de activacion de caspasas bajo estos
tratamiento se observan ya hacia las 8 h. En la figura 9 se muestran micrografias
representativas de cultivos tratados con K5 (Fig. 9B) o STS (Fig. 9C) al tiempo en
que se tomaron para realizar los inmunoblots.

La muerte de NGC inducida por K5 disminuye, de manera estadisticamente
significativa, aproximadamente un 10 % con respecto al control de los niveles de
clAP-1 hacia las 9 h de tratamiento (Fig. 11B) y de clAP-2 a las 8 h, que se
mantiene también a las 11 h (Fig. 12B). Sin embargo, el tratamiento con K5 no
induce cambios significativos en los niveles de XIAP (Fig. 13B). Dicho tratamiento

tampoco cambia los niveles basales de expresion de survivina (Fig. 15 Ay B).
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Figura 12, Expresion de ciAP-2 en NGC y células MSN en sobrevivencia y muerte apoptoética.
A) Western blot realizado con homogenados de cultivos primarios de NGC mantenidos por 7 DIV en
condiciones despolarizantes (K25) y después de 3, 8 y 11 h de tratamiento con los inductores de
muerte correspondientes. Asimismo con homogenados de células MSN con o sin el tratamiento con
STS por 9 h. B) Los resultados obtenidos por el analisis densitométrico de la banda de 68 KDa que
se observa en la Western biot de A, correspondiente a los carriles de NGC. C) Los resultados
obtenidos por el analisis densitométrico de la banda de 68 KDa que se observa en la Western blot de
A, correspondiente a los carriles de MSN. Se observa que las NGC control expresan la 1AP y que K5
y STS induce una disminucién de dicha expresiéon (A y B). Los controles de las células MSN
expresan la proteina y la STS no cambia la expresion de la JAP (A y C). La flecha en A indica una
banda de 68 KDa correspondiente al peso de clAP-2. En todos los casos las condiciones se
expresan como: control (C), transferencia a un medio no despolarizante (K5), estimulaciéon con STS
(STS). Los valores de las graficas en B y C son la media + el error estandar y se expresan como el
porcentaje con respecto al control de unidades de densitometria 6ptica (UDO); * p < 0.05, n=6enBy

n=4 en C.
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Figura 13. Expresion de XIAP en NGC y células MSN en sobrevivencia y muerte apoptoética. A)
Western blot realizado con homogenados de cultivos primarios de NGC mantenidos por 7 DIV en
condiciones despolarizantes (K25) y después de 9 h de tratamiento con los inductores de muerte
correspondientes. Asimismo con homogenados de cultivos primarios de astrocitos {(Ast) de 15 DIV y
células MSN con o sin el tratamiento con STS por 24 o 9 h, respectivamente. B) Los resuitados
obtenidos por el andlisis densitométrico de la banda de 57 KDa que se observa en la Western blot de
A, correspondiente a los carriles de NGC. Se observa que las NGC control expresan la IAP y que K5
y STS no induce en dicha expresién (A y B). Por su parte, en las células MSN no se observa una
clara expresion de la proteina y no se observan cambios de expresién por efecto del tratamiento con
STS (A). La flecha en A indica una banda de 57 KDa correspondiente al peso de XIAP. En todos los
casos las condiciones se expresan como: control (C), transferencia a un medio no despolarizante
(K5), estimulacion con STS (STS). Los valores de las graficas en B son la media el error estandar y
se expresan como el porcentaje con respecto al control de unidades de densitometria 6ptica (UDO);
n=3.
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En el caso de BRUCE, no se observa que K5 induzca la expresion de esta IAPs en
las NGC (Fig. 14B).

Por su parte, la STS produjo la disminucion, estadisticamente significativa,
con respecto al control de 20% en los niveles de clAP-1 hacia las 9 h de tratamiento
(Fig. 11B) y de17 % de clAP-2 a las 8 h, que se mantiene hacia las 11 h (16 %) (Fig.
12B). Pero, como en el caso de la mueﬁe con K5, la STS tampoco induce cambios
significativos en los niveles de XIAP (Fig. 13B). En el caso de survivina, aunque se
observé una reduccion de sus niveles, los datos no son suficientes para determinar

si la reduccion es estadisticamente significativa (Fig. 15 A y B).

6.3 EFECTO DE LA MUERTE APOPTOTICA INDUCIDA POR STS EN
LOS NIVELES DE IAPs EN CELULAS MSN

Para medir los niveles de las IAPs en células MSN bajo condiciones de
muerte apoptética, se empleé como inductor de muerte celular la adicién de STS
(300 nM) él medio de cultivo. Se observo el estado morfologico de las células bajo
microscopia de contraste de fases y se confirmé que los cultivos tratados con STS
(Fig. 10B) se encontraban en proceso de muerte comparados con los cultivos
control.

La muerte apoptética inducida por la estimulacién con STS por 9h, disminuye
los niveles de clAP-2 alrededor de un 5 % con respecto al control, pero dicha
disminucion no es estadisticamente significativa (Fig. 12 A y C). Ademas, tampoco
se observan cambios en la expresion de XIAP y de BRUCE. Es decir, la STS por un
lado, no induce la expresion de la XIAP en las células MSN (Fig. 13A), y por otro
lado, no cambia los niveles basales de expresion de BRUCE (Fig. 14B).

Por su parte, en el caso de la clAP-1 se observa que la STS induce la

expresion de esta IAP (Fig. 11C), elevandose en las células tratadas con STS
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aproximadamente 3 veces los niveles de la clAP-1, comparado con los niveles
practicamente imperceptibles, observados en las células control (Fig. 11D).

En el caso de la survivina, a diferencia de las NGC, en las células MSN se
observa un cambio muy claro en los niveles basales de la IAP. Hay una disminucion
notable de survivina en las células MSN tratadas con STS, airededor de un 38 %

(Fig. 15 Ay C).

Pl Cr Rit Bz Bz Ce Ce MSN Hp
P8 A P8 A

Pi Ri Bz Ce Ce Hp Cb C K5 C SIS C STS

A P8 A

Figura 14. Expresién de BRUCE en NGC y células MSN en sobrevivencia y muerte apoptética.
A) Western blot realizado con homogenados de varios tejidos de rata y raton (ver Procedimiento
Experimental para més detalles) y de células MSN bajo condiciones de sobrevivencia. B) Western
blot realizado con homogenados de algunos de los tejidos empleados en A. Asimismo con
homogenados de cultivos primarios de NGC mantenidos por 7 DIV en condiciones despolarizantes
(K25) y después de 9 h de la transferencia a un medio no despolarizante (K5). Y con homogenados
de cultivos primarios de astrocitos (Ast) de 15 DIV y células MSN con o sin el tratamiento con STS
por 24 o 9 h, respectivamente. Se observa la expresién de la IAP en los controles positivos (Cr, Ce
A, Ply Bz A) y las células MSN (A y B), el tratamiento de dichas células con STS no induce cambios
en la expresion de la proteina (B). Por su parte, las NGC control no expresan la |AP y el tratamiento
con K5 no induce la expresion de BRUCE (B). La flecha en A y B indica una banda de 528 KDa
correspondiente al peso de BRUCE. En todos los casos las condiciones se expresan como: pulmén
(P1), corazén (Cr), rifién (RA), bazo de una rata de 8 DPN (Bz P8), bazo de un ratén adulto (Bz A),
cerebro de una rata de 8 DPN (Ce P8), cerebro de un ratén adulto (Ce A), hipocampo (Hp), cerebelo
(Cb), control (C), transferencia a un medio no despolarizante (K5), estimulacién con STS (STS).
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Figura 15. Expresion de Survivina en NGC y células MSN en sobrevivencia y muerte
apoptoética. A) Western blot realizado con homogenados de cultivos primarios de NGC mantenidos
por 7 DIV en condiciones despolarizantes (K25) y después de 9 h de tratamiento con los inductores
de muerte correspondientes. Asimismo con homogenados de cuitivos primarios de astrocitos (Ast) de
15 DIV solo bajo condiciones de sobrevivencia y de células MSN con o sin el tratamiento con STS
por 9 h. Y con homogenados de algunos tejidos de rata y de ratén (ver Procedimiento Experimental
para mas detalles). B) Los resultados obtenidos por el andlisis densitométrico de la banda de 16 KDa
que se observa en la Western blot de A, correspondiente a los carrites de NGC. C) Los resultados
obtenidos por el analisis densitométrico de la banda de 16 KDa que se observa en la Western blot de
A, correspondiente a los carriles de MSN. Se observa que las NGC control expresan la JAP y que
STS induce una disminucién de dicha expresion mientras que K5 no cambia los niveles basales (A 'y
B). Los controles de las células MSN expresan la proteina y la STS disminuye notablemente los
niveles de la IAP (A y C). La flecha indica una banda de 16 KDa correspondiente al peso de
survivina. En todos los casos las condiciones se expresan como: control (C), transferencia a un
medio no despolarizante (K5), estimulacion con STS (STS), bazo de una rata de 8 DPN (Bz P8),
bazo de un ratén adulto (Bz A), cerebro de una rata de 8 DPN (Ce P8). Los controles positivos son
Ast y las células MSN; el control negativo es el Bz, principalmente Bz A. Los valores de las graficas
en B y C se expresan como el porcentaje con respecto al control de unidades de densitometria
optica (UDOQ); n=1. 45




VIl. DISCUSION

La muerte celular apoptotética participa de manera importante en eventos
fisioldgicos, como el desarrollo del sistema nervioso, asi como en procesos
patolégicos, como el cancer. Por lo anterior, resulta necesario entender los
mecanismos responsables de la muerte apoptética. Sabemos que esta muerte esta
regulada finamente por una variedad de familias de proteinas como las caspasas y
las IAPs, entre otras. Particularmente, en el caso de las IAPs ain no queda muy
clara su participacion en los procesos de sobrevivencia/muerte neuronal.
| En este estudio tratamos primeramente de identificar la presencia de algunos
miembros de la familia de las IAPs en cultivos primarios de NGC, y posteriormente,
nos interes6 determinar si ocurrian cambios en la expresién de dichas proteinas
ante estimulos apoptéticos como la privacion de un soporte tréfico (la transferencia
de un medio despolarizante, K25, a uno no despolarizante, K5) y la estimulacién
con STS. En paralelo, trabajamos con una linea celular de neuroblastoma (MSN) a
la que se indujo muerte con STS.

En condiciones de sobrevivencia, determinamos una expresion basal de
clAP-1, clAP-2, XIAP y survivina pero no de BRUCE en las NGC, mientras que en
las células MSN detectamos la expresion de clAP-2, BRUCE y survivina y fueron
practicamente indetectables los niveles de clAP-1 y XIAP. Lo primero que resalta es
que hay una expresion diferencial de los diversos miembros de las IAPs en los dos
tipos celulares analizados, lo cual puede tener implicaciones fisiolégicas en cuanto a
la respuesta de estos tipos celulares ante distintos estimulos apoptéticos.

En un estudio previo, Simons y cols. (1999) reportaron en NCG la expresion
basal de RIAP2 (IAP2 de rata, homélogo de la clAP-1 humana), pero no de RIAP1

(homologo de clAP-2 humana), XIAP y NAIP. Nuestros resultados difieren en
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cuanto a que nosotros si detectamos expresion de clAP-2 y XIAP. Un punto
importante en el reporte de Simons y cols. (1999) es que no emplearon controles
positivos ni negativos para ninguna de las IAPs y que los anticuerpos utilizados, en
particular para clAP-2, eran inespecificos.

Un resultado importante de nuestro estudio fue que los estimulos apoptéticos
afectaron diferencialmente los niveles de las distintas 1APs en los dos tipos
celulares analizados. El efecto mas marcado observado en la induccion de muerte
apoptética de NGC como resultado del tratamiento con K5 o con STS es la
disminucién significativa con respecto al control (K25) de los niveles de la clAP-1y
la clAP-2, mientras que los niveles basales de XIAP, BRUCE y survivina no se
vieron afectados de manera significativa por ninguno de los dos estimulos
apoptoticos. En el caso de las células MSN se observa que el tratamiento con STS
induce de manera evidente la expresion de la clAP-1, ademas de una reduccion
importante de la survivina. En estas células no hubo cambios significativos en los
niveles basales de expresion de la clAP-2, XIAP y BRUCE.

El hecho de que en las NGC solo detectamos cambios en clAP-1 y clAP-2 y
que éstos son a la baja, nos sugiere que estas IAPs estan involucradas en la
sobrevivencia de las NGC bajo condiciones despolarizantes. En relaciéon con esto
sabemos que la muerte por K5 esta mediada por las caspasas -9 -3 (Moran et al.,
1999), mientras que la STS involucra a las caspasas -2, -9 y -3 (Caballero-Benitez y
Moran, 2003). Por otro lado, como se mencioné en la introduccion, la XIAP y las
clAPs inhiben a las caspasas -3 y -9 (Nachmias et al, 2004; Shi, 2004), mientras
que la caspasa-2 es resistente a la inhibiciéon por estas IAPs (Ho et al, 2005).
Ademas, hacia las 8 h de tratamiento ya se observa una disminuciéon de ambas
clAPs, que coincide temporalmente con la activaciéon de las caspasas-9 y -3 en

respuesta a los estimulos apoptéticos. Asi, la expresion de las clAPs podria estar
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jugando un papel importante en la sobrevivencia de las NGC inhibiendo a las
caspasas-9y -3.

Desconocemos los factores que provocarian la disminucion de las clAPs en
condiciones apoptoticas, aunque el dominio RING (con actividad de E3) podria
participar en el proceso. Por otro lado, se sabe que la clAP-1 y -2 pueden
autoubiquitinarse, pero mientras que clAP-1 induce su propia degradacion por el
sistema del proteasoma (Yang et al, 2000; Nachmias et al, 2004), la clAP-2 no sufre
ninguna modificacion ni se alteran sus propiedades antiapoptéticas (Shin et al,
2003). Ademas, se ha descrito que la clAP-1 es substrato de las caspsas-3, -6 y -7,
originandose un fragmento que contiene sélo el dominio RING con actividad
proapoptética (Clem et al, 2001). Por lo tanto, la propia caspasa-3 minimamente
desinhibida podria fragmentar a clAP-1 y el fragmento proapoptético de la IAP
podria contribuir al proceso de muerte inducida por K5 y/o STS.

Por otro lado, la expresién de survivina en las NGC puede asociarse a que
esta IAP juega un papel muy importante durante la mitosis (Li et al, 1999; en
Nachmias et al, 2004) y las NGC inmaduras de rata sufren in vivo una proliferacién
masiva a los 8-15 DPN (Altman, 1972). De este modo, los cultivos primarios de
NGC de 7 DIV (edad usada en este estudio) podrian experimentar una expresion de
survivina reflejo de este evento de proliferacién. Sin embargo, no queda claro el
papel que esta molécula puede estar jugando en la sobrevivencia de estas
neuronas.

" En relacion a la expresion de XIAP, no queda claro el significado de su
expresion basal en NGC. El que ninguno de los dos tratamientos apoptéticos haya
tenido un efecto muy claro en los niveles de la XIAP sugiere que esta IAP no esta
_ implicada de manera directa en la sobrevivencia de las NGC. Considerando que en

la muerte por K5 y STS se activan las caspasas -9 y -3, se esperaria que bajo
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condiciones de sobrevivencia la XIAP estuviera inhibiendo a esas dos caspasas y la
estimulacién con K5 y/o STS provocaria la desinhibicion de las caspasas por una
regulacion a la baja de la XIAP. Lo anterior se respalda fuertemente por dos
caracteristicas de la XIAP: su potente accion inhibidora de las caspasas -3 y -7
(Bartke et al, 2004; Hao et al, 2004; Shi, 2004); y su participacion en el apoptosoma
junto con Apaf-1 y caspasa-9 (Hill et al, 2004). Aun asi, la XIAP no parece estar
implicada en la accién mediada por K5y STS.

Asi, la expresion de XIAP bajo las condiciones estudiadas podria estar
asociada a otras funciones. Por un lado, se sabe que la XIAP esta relacionada con
la senalizaciéon iniciada por la activacion de los receptores a BMP y TGF-
(Yamaguchi et al, 1999; Birkey Reffey et al, 2001). XIAP activa a JNK1 y hay
discusiéon de si esto se relaciona con la sobrevivencia celular (Nachmias et al,
2004). Por otro lado, XIAP también puede estar involucrada en la mitosis celular.
Recientemente se identifico en la cinasa Chk1 un dominio 1BM similar a los que
tienen caspasa-9 y Smac (Galvan et al, 2004). Por medio del dominio IBM de Chk1,
esta cinasa interactia con el dominio BIR3 de XIAP y de clAP-1. La presencia
celular del complejo Chk1-XIAP se restringe a la mitosis durante la prometafase
(Galvan et al, 2004). Asi, la expresion de XIAP observada en NGC puede deberse,
como en el caso de la survivina, a los requerimientos de estas células en alguna de
estas situciones.

Dohi y colaboradores (2004) describieron una asociacion entre XIAP y
survivina mediante sus dominibs BIR, lo que incrementa la estabilidad de XIAP y la
protege de la ubiquitinacion y degradacién. Este grupo de trabajo también describe
que un estimulo apoptético induce la formacion del complejo survivina-XIAP (Dohi et
al, 2004). De este modo, cabe la posibilidad de que survivina y XIAP, que se

expresan simultaneamente en las NGC, se estén asociando y de este modo se esta

ESTA TESIS NG 5.
DE LA BIBLIOTECA

49



inhibiendo su degradacion.

También existe la posibilidad de una redistribucion de XIAP después de los
estimulos apoptéticos lo que podria reducir la accion de esta IAP en los lugares
donde se activan las caspasas. La redistribucion de XIAP puede resultar, por un
lado, de eventos de monoubiquitinacion, y por otro lado por el secuestro de XIAP
por sus reguladores negativoé. En el primer caso, se sabe que la
monoubiquitinacidn no conduce a degradacién ‘proteolitica (Yang y Yu, 2003).
Lotocki y colaboradores (2003) observaron que XIAP presenta diferentes patrones
de localizacion en neuronas, dependiendo de si las células son sanas, apoptéticas o
necréticas. Estos autores observaron que después de un trauma cerebral, ocurre
una redistribucién de XIAP, lo cual podria estar asociado a una monoubiquitinacion
(Yang y Yu, 2003).

En el segundo caso, la XIAP podria estar siendo secuestrada por proteinas
como XAF-1 y Smac. XAF-1 se une a XIAP inhibiendo su actividad como inhibidora
de caspasas y la secuestra en el nucleo (Liston et al, 2001; Nachmias et al, 2004).
No sabemos si en las NGC se expresa XAF-1, pero esta reportado que se expresa
ubicuamente en los tejidos normales (Liston et al, 2001) y se ha identificado en
motoneuronas (Perrelet, et al, 2002; Perrelet, et a, 2004). La XAF-1 podria reducir
la inhibiciéon de las caspasas -9 y -3 efectuada por XIAP, secuestrandola en el
nucleo sin inducir una disminucién en sus niveles.

Por otro lado, Smac que también se une a XIAP e inhibe su actividad
antiapoptoética, podria estar secuestrando a XIAP sin inducir su degradacion. En el
grupo de trabajo se ha identificado la expresion basal de Smac en las NGC (datos
no publicados). Se ha visto la presencia de Smac madura en el citosol de las NGC
cultivados en K25, es decir, en condiciones de sobrevivencia. Sin embargo, sus

niveles no incrementan con ninguno de los dos estimulos apoptéticos usados en
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este estudio. Por lo tanto, no esperariamos un efecto proapoptético muy importante
de Smac bajo estas condiciones. Quiza XIAP esté contrarrestando el efecto que
podria tener Smac madura en el citoplasma sobre las otras IAPs en las NGC bajo
condiciones de sobrevivencia.

Por otro lado y en relacién a la expresion de survivina y de XIAP en células
de neuroblastoma MSN, confirmamos los datos obtenidos por Shankar y cols.
(2001). Asi, en estas células encontramos niveles altos de survivina, en
congruencia con el hecho ya comentado en relacién a que la sobreexpresion de
survivina es un factor relevante en la progresion tumoral asociado a la mitosis
celular. La importancia de survivina en la sobrevivencia de dichas células se refleja
en el hecho de que el tratamiento apoptético provoca una dramatica disminucion en
los niveles de ésta IAP. El grupo de Shankar (2001) también observé que en
condiciones basales las células MSN no expresan niveles altos de XIAP, lo cual fue
confirmado en este estudio. Ademas, no observamos cambios en los niveles
basales de XIAP después del la estimulacion con STS. Estas diferencias en los
cambios de expresion de la XIAP producidos por estimulos apoptéticos, puede
deberse a mecanismos intracelulares diferentes ocasionados por los dos distintos
tratamientos.

Con respecto a la induccion de clAP-1 por STS observada en células MSN
podria sugerirse que ocurre en respuesta a un mecanismo compensatorio por la
disminucién de survivina. Sin embargo, la induccion de la expresion de clAP-1 no es
suficiente para rescatar estas células de la muerte apoptética inducida por STS.
Anlgo similar observaron Shankar y colaboradores (2001) cuando redujeron la
expresion basal de survivina y tampoco se rescaté a las células de la muerte
apoptética, lo cual sugiere que estas células tienen mecanismos emergentes para

mantener su sobrevivencia después de enfrentarse a estimulos daninos, aunque no
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sean tan eficientes para todos los casos. Lo anterior se refleja en la resistencia
natural que presentan las células tumorales, incluyendo a las derivadas de tumores
de neuroblastoma, a diversos agentes nocivos.

Se ha reportado que las clAPs pueden presentar una localizacion no solo
citoplasmica, sino también nuclear y mediada por las TRAFs, que las mantienen en
el citoplasma, y CRM1, que las exporta al nucleo (Vischioni et al, 2004). Sin
embargo, no esta claro el posible papel antiapoptotico de las clAPs en el nucleo
principalmente en el caso de la clAP-2, ya que como se menciona arriba, clAP-1
puede estar involucrada, al menos indirectamente, en la mitosis celular por su
capacidad de interactuar con Chk1 (Galvan et al, 2004). De hecho, recientemente
se describidé una localizacion preferentemente nuclear para clAP-1 y se vio una
colocalizacion de clAP-1 y de Survivina en los microtibulos durante la telofase
(Samuel et al, 2005). Quiza, a pesar de que se incrementan los niveles de clAP-1
en la linea MSN después del tratamiento con STS, ésta IAP podria movilizarse al
nucleo y de esta forma no presentar un papel antiapoptético importante.

En el caso de la clAP-2 y de BRUCE, parece que éstas IAPs no estan
involucradas en la sobrevivencia de las células MSN ya que a pesar de que se
expresan de manera basal, sus niveles no se modifican por la adicién de STS. Por
su parte, la clAP-2 podria presentar en estas células una localizacién nuclear y de
este modo no tener un efecto antiapoptético muy importante, ya que como se
menciona arriba, no esta claro el papel de las clAPs en el nicleo.

Finalmente, el papel de BRUCE en la sobrevivencia celular constituye un
tema oscuro dado que se conoce muy poco de esta IAP. Aunque esta claro que su
sobreexpresion tienen efecto antiapoptético (Lotz et al, 2004), visiblemente
asociado a su capacidad de inhibir caspasas (Bartke et al, 2004; Hao et al, 2004),

no se conoce la importancia real de su expresion celular. Hasta el momento no se
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sabe el por qué de su localizacion intracelular, asociada periféricamente a la
membrana de la red trans-Golgi y a estructuras vesiculares (Hauser et al, 1998),
ademas de otras posibles funciones celulares de la IAP. En relacién a esto, sélo
podemos sugerir que BRUCE no juega un papel claramente importante en la
sobrevivencia de las células MSN.

En conclusién, los resultados de este estudio revelan una expresion basal de
algunas IAPs en NGC y células MSN. En ambos tipos celulares no se expresan las
mismas |APs ni todas las IAPs analizadas. Nuestros resultados apuntan a que soélo
algunas de estas IAPs estan involucradas en los mecanismos de sobrevivencia.
Finalmente, podriamos sugerir que las IAPs que no estan relacionadas con la

sobrevivencia, pero que se expresan en NGC y células MSN, podrian participar en

otros eventos fisioldgicos.
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Viil.

SUMARIO

Las |APs tienen expresion diferencial dependiendo del tipo celular. Al menos

en los tipos celulares estudiados, se expresa mas de una IAP.

Particularmente las NGC, presentan una expresion basal de varias IAPs, las

cuales incluyen a la clAP-1, clAP-2, XIAP y survivina.

Los estimulos apoptéticos usados (K5 y STS) modifican diferencialmente los
niveles proteicos de las distintas |IAPs analizadas en las células examinadas.

Es decir, el efecto depende del estimulo y del tipo celular.

El efecto de los estimulos proapoptéticos en los niveles de las IAPs es
diferencial para cada |IAP. En este sentido, hay IAPs que no se ven

afectadas, otras que tienen una regulacién a la baja mientras que otras se

regulan a la alza.

La clAP-1 y la clAP-2 parecen ser las IAPs que juegan un papel mas directo

en la sobrevivencia de las NGC bajo condiciones despolarizantes.

En el caso de las células MSN, la survivina parece jugar un papel

predominante en la sobrevivencia celular.
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