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1. Introducción 
 
1.1. Apoptosis  

 

El cuerpo humano adulto elimina alrededor de 1011 células diariamente, fundamentalmente a 

través del proceso denominado muerte celular programada o apoptosis. Es un proceso celular 

fundamental esencial para el desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos 

adultos. La apoptosis implica una programación genética de la célula que promueve una cascada 

dependiente de energía, de cambios morfológicos y bioquímicos en el interior de la célula que 

conducen a su muerte y eliminación. Su misión es eliminar las células superfluas, dañadas, 

infectadas o transformadas en células cancerosas. Las células que sufren apoptosis exhiben una 

morfología característica que incluye la condensación de la cromatina, condensación 

citoplasmática y nuclear, la rotura endolítica del DNA en fragmentos oligonucleosómicos, la 

rotura específica de proteínas celulares y la fragmentación de la célula en cuerpos apoptóticos 

que finalmente serán fagocitados por macrófagos o incluso por células vecinas. La apoptosis se 

caracteriza por el mantenimiento de las membranas celulares intactas permitiendo así su 

eliminación por fagocitosis. La apoptosis es un proceso claramente diferenciado del proceso de 

muerte celular por necrosis, la cual tiene carácter patológico e implica un daño patológico 

celular extremo. La necrosis es un proceso pasivo, que no requiere de la participación activa de 

la célula y puede afectar a una zona más o menos amplia de tejido; se caracteriza principalmente 

por la ruptura osmótica de la célula debida a la alteración de la permeabilidad de la membrana 

plasmática y por la respuesta inflamatoria que se desencadena a consecuencia de esta citolisis.  

La mayor parte del conocimiento que hoy tenemos de la genética molecular de la apoptosis 

proviene de investigaciones sobre el nematodo Caenorhabditis elegans (Ellis y Horvitz, 1986). 

La descripción de los genes implicados en la maquinaria de apotosis en C. elegans estableció las 

bases para la caracterización, hoy aún incompleta, de la compleja red de procesos que culminan 

con la apoptosis celular. Dado que las moléculas relacionadas con el proceso de apoptosis se 

han conservado a lo largo de la evolución desde organismos como C.elegans hasta mamíferos, 

el conocimiento de la apoptosis en el nematodo se trasladó a mamíferos identificándose genes 
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homólogos que ejercían las funciones de regulación y ejecución de la apoptosis. Este hecho, 

junto con la evolución de las técnicas bioinformáticas, de biología molecular, y la secuenciación 

del genoma humano han dado un gran impulso al conocimiento actual de la muerte celular 

programada.  

 

1.2. Caspasas: enzimas ejecutoras de la apoptosis 

 

El componente ejecutor de la maquinaria apoptótica es una familia de proteasas llamadas 

caspasas (cysteine-aspartate-protease) (Earnshaw et al., 1999, Hengartner 2000, Nicholson 

1999, Thornberry y Lazebnik 1998). Son una familia de proteasas que se caracterizan por su 

especificidad por sustratos que contienen ácido aspártico y por el uso de la cadena lateral de la 

cisteína de su centro activo en la catálisis. En la actualidad se conocen 14 caspasas que se 

pueden subdividir en dos familias que participan en la inflamación en respuesta a citoquinas o 

bien en apoptosis.  Las caspasas se encuentran presentes en todas las células nucleadas en forma 

de proenzimas o zimógenos inactivos. Se activan mediante corte proteolítico integradas en un 

mecanismo de señalización en cascada en el que una caspasa procesa y activa a otra caspasa 

posterior en la ruta, la cual a su vez es capaz de activar a la siguiente creando una cascada 

expansiva de actividad proteolítica (Slee et al., 1999). Las procaspasas (30-50 kDa) contienen 

tres dominios: un prodominio N- terminal, una subunidad grande y una subunidad pequeña. Las 

caspasas activas se componen de dos heterodímeros que se unen para formar un tetrámero 

dispuesto en dirección opuesta, con las dos subunidades pequeñas adyacentes rodeadas por las 

dos subunidades grandes (Figura 1). Cada heterodímero contiene un sitio activo al que 

contribuyen las dos subunidades con residuos necesarios para la unión al sustrato y la catálisis. 

Dentro del grupo de las caspasas implicadas en apoptosis existen caspasas iniciadoras y 

caspasas efectoras. El grupo iniciador comprende a las caspasas 2, 8, 9, y 10. El grupo ejecutor 

incluye a las caspasas 3, y 6, 7. La activación inicial de las caspasas es un proceso irreversible, 

complejo, y altamente regulado para garantizar que sólo ocurra cuando realmente sea necesario. 

Una de las características bioquímicas de las caspasas es su alta especificidad por los sustratos 

que hidrolizan. Reconocen secuencias de cuatro aminoácidos que contienen un residuo de ácido 

aspartico, pero sin embargo la estructra terciaria de las proteínas resulta determinante en el 
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reconocimiento e hidrólisis de los sustratos. De esta manera las caspasas no hidrolizan todas las 

proteínas que contienen dicha secuencia y se evita una degradación aleatoria de proteínas 

durante el proceso de apoptosis.  

La capacidad proteolítica de las caspasas activas conduce a la degradación de una serie 

restringida de proteínas con objeto de cortar contactos con células vecinas, reorganizar el 

citoesqueleto, activar las endonucleasas (fragmentación del DNA), desmantelar las láminas 

nucleares, expresar señales de fagocitosis (exposición de fosfatidilserina en el exterior de la 

membrana plasmática), y activar proteínas específicas para preparar a la célula para el cese de 

las funciones metabólicas. El enzima poli(ADP-ribosil) polimerasa o PARP, fue la primera 

proteína identificada como sustrato de las caspasas. PARP está implicada en la reparación del 

DNA dañado, y funciona catalizando la síntesis de poli( ADP-ribosa), que se une a las cadenas 

rotas de DNA y modifica a las proteínas nucleares. Se han descrito también como sustratos de 

caspasas enzimas que reparan el DNA (DNA-PKcs), que fragmentan el DNA (ICAD-L-(S)), 

factores de transcripción (retinoblastoma, MDM2), proteínas quinasas y fosfatasas reguladoras 

del ciclo celular (PKC, fosfatasa 2A, Akt, Raf1), proteínas implicadas en  el procesamiento de 

RNA mensajero (U1-70) y proteínas reguladodoras de la apoptosis (Bid). Otros sustratos de 

caspasas están relacionados con la estructura celular como la laminina de la lámina nuclear, la 

actina, la gelsoina y la quinasa de adhesión focal o FAK y PAK2 (reorganización del 

citoesqueleto). 

 

 

Figura 1. Modelo de la estructura de caspasa 3. El 
tetrámero de caspasa, en azul, se compone de dos 
subunidades grandes y dos pequeñas, que proceden 
de dos proenzimas. El heterodímero posee dos 
centros activos. En la figura se representa la unión de 
un inhibidor (en rosa) a  cada centro activo (tomado 
de Nicholson et al., 2000) 
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1.3.  Principales rutas apoptóticas 

 

 En mamíferos existen al menos dos grandes vías bien caracterizadas de activación de la 

cascada apoptótica de las caspasas (Hengartner, 1998, 2000). Una de ellas, la vía extrínseca se 

activa por señalización extracelular y requiere de la participación de receptores específicos de 

membrana. La vía intrínseca responde al estrés celular, agentes tóxicos, radiación, agentes 

oxidantes, sobrecarga de Ca 2+, lesión al DNA; se activa en respuesta a oncogenes, e implica la 

desestabilización de la mitocondria. En ambos casos, existen moléculas que se encargan de 

formar un complejo capaz de captar y activar a una caspasa iniciadora. Así por ejemplo, 

miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) como Fas/APO-

1, cuando son activados inducen la captación de procaspasa 8 al receptor Fas vía la proteína 

adaptadora FADD. Así procaspasa 8 es autoprocesada en el complejo, activando ésta a 

procaspasa 3 y disparando la cascada de activación. 

Alternativamente, la mitocondria ha sumado a su papel de orgánulo generador de energía, el 

papel de centro de convergencia y de integración de señales de supervivencia y de muerte 

celular. La activación de la vía mitocondrial conlleva tres fenómenos interrelacionados que 

incluyen: (1) la disrupción del transporte electrónico, fosforilación oxidativa, y producción de 

ATP, (2) la alteración del potencial de oxido-reducción de la membrana mitocondrial, y (3) la 

liberación de proteinas mitocondriales al citoplasma que disparan la activación de las caspasas 

(Green et al., 1998).  

 
1.4. Familia Bcl-2. 

 

La familia de proteinas de Bcl-2 regula la permeabilización de la membrana mitocondrial por 

las acciones opuestas de sus miembros proapoptóticos y antiapoptóticos en un proceso 

intrincado y no del todo conocido (Cory y Adams 2002). Las proteínas Bcl-2 pueden contener 

de uno a cuatro dominios de homología a Bcl-2 (BH, Bcl-2 homology). Parece que el dominio 

BH3 es esencial y suficiente para la actividad proapoptótica y supresora tumoral y que el resto 

de los dominios BH están relacionados con una función anti-apoptótica. Las interacciones 

opuestas entre miembros de la familia Bcl-2 establecen un equilibrio entre los estímulos de 
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señalización proapoptóticos y antiapoptóticos. La capacidad de formación de homo y 

heterodímeros entre miembros de la familia Bcl-2 pueden dar lugar a su activación o 

inactivación. 

La familia Bcl-2 se divide en tres grupos según los dominios BH que las integran: (1) 

Antiapoptóticas y oncogénicas, las que comparten homología de secuencia en los dominios 

BH1, BH2, BH3, y BH4: Bcl-2 y Bcl-XL (2) Proapoptóticas, las que comparten la homología 

de los dominios BH1, BH2 y BH3: Bax y Bak. (3) Proapoptóticas, las que comparten la 

secuencia de homología solo en el dominio BH3: Bid, Bik y Bim.  

La heterodimerización es muy importante para los miembros pro-apoptóticos del grupo BH3 

que basan gran parte de su funcionamiento en la unión a las proteínas anti-apoptóticas alterando 

su actividad. Las proteínas multidominios proapoptóticas, como Bax y Bak, pueden activarse 

directamente por interacción con la proteína Bid que posee solo el dominio BH3. 

Alternativamente, la unión de otras proteínas apoptóticas, solo BH3, como Noxa, Puma, Bad y 

Bim a las antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL, origina la inactivación de Bax y Bak. La integridad 

de la membrana mitocondrial se altera cuando proteínas solo BH3 como Bim, Bik y Bad se 

unen las proteinas antiapoptóticas Bcl-2 y neutralizan su acción. Entonces miembros 

proapoptóticos como Bax y Bak, forman homooligómeros en la membrana mitocondrial (Gross 

et al., 1999). Se ha demostrado que Bax se asocia con el complejo de poro mitocondrial de 

permeabilidad transitoria (mPTP), que está formado por el transportador de adenín nucleótido 

(ANT), el canal aniónico mitocondrial dependiente de voltaje (VDAC) y la ciclofilina D 

(Crompton et al., 1999). El poro mPTP participa en la regulación del Ca2+, el pH, el potencial de 

la membrana, y el volumen mitocondrial y funciona como un canal aniónico. La proteína 

proapoptótica Bax puede inducir la apertura del poro al formar un complejo con ANT que se 

localiza en la membrana interna mitocondrial (Marzo et al., 1998, Shimizu et al., 1999). La 

apertura del poro trae consigo un descenso en el potencial de membrana y la salida de factores 

apoptóticos entre los que se incluyen Cit c, Smac/DIABLO, Omi/Htra 2 y el factor inductor de 

la apoptosis (AIF). AIF es una proteína que estimula la apoptosis a nivel nuclear 

independientemente de las caspasas (Susin et al., 1999). La función de la proteína Smac/Diablo 

es bloquear la acción de las proteínas inactivadoras de la apoptosis (IAP, inhibitor of apoptosis 

protein). No se sabe si la salida de Cit c y otras proteínas ocurre a través del mismo poro mPTP 
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o indirectamente el poro media la salida. 

En algunos tipos celulares las vías extrínseca e intrínseca pueden interconectarse ya que 

caspasa 8 es capaz de activar la vía intrínseca a través del corte proteolítico y activación de Bid. 

Bid procesado es capaz de sufrir una traslocación a la mitocondria y provocar la salida de 

determinadas proteínas al exterior mitocondrial que amplifican la señal apoptótica. 

Existen múltiples mecanismos de regulación de la familia Bcl-2 que conectan el 

metabolismo celular con la apoptosis. Uno de ellos es la fosforilación de la proteína 

proapoptótica Bad por la serin treonín quinasa Akt, que inhibe su función. Bad fosforilada 

neutraliza los efectos proapoptóticos de Bax y se disocian los heterodímeros formados por 

Bad/Bcl-2 o Bad/Bcl-xL. La función de Akt está regulada por la señalización de la PI3K 

(fodfatidil inositol 3-quinasa), que participa en la ruta de señalización de supervivencia del 

receptor del factor de crecimiento de insulina I (IGF-IR). Otro ejemplo es la conexión  entre el 

metabolismo de la glucosa y la apopoptósis. La privación de glucosa provoca la defosforilación 

de Bad, la cual, además puede formar un complejo con la enzima glucoquinasa. 

 
1.5. Apoptosoma 

 

Aunque el mecanismo de liberación de Cit c aún es controvertido y no está del todo 

esclarecido, se trata de un proceso temprano en la apoptosis, rápido, completo y precede a la 

pérdida de integridad de la membrana celular y exposición de fosfatidilserina características de 

la apoptosis (Goldstein, et. al., 2000, Jiang y Wang 2004). Cit c citplasmático ejerce un papel 

como cofactor uniéndose a la proteína Apaf-1 (Apoptotic Protease-activating Factor-1), 

provocando su oligomerización y formando un complejo llamado apoptosoma. Apaf-1 es una 

proteína citoplasmática de ~130 kDa homóloga de la proteína CED 4 que participa en la muerte 

celular de C.elegans. Fue descubierta por investigadores del grupo de Xiaodong Wang como 

cofactor que participa en la apoptosis inducida por Cit c, mediante una aproximación 

bioquímica utilizando extractos de células Hela (Liu et al., 1996). La importancia fisiológica del 

apoptosoma en apoptosis quedó demostrada en experimentos en los que ratones nulos para el 

gen Apaf-1 (Apaf -/-) tienen una letalidad embriónica marcada con impresionantes lesiones 

craneofaciales y defectos cerebrales (Cecconi et al., 1998, Yoshida et. al., 1998). Ambos, Apaf-
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1 y PC9, son esenciales para la apoptosis mediada por p53 y se presentan como genes 

supresores de tumores (Soengas et al., 1999, Macleod, 2000). 

Apaf-1 tiene tres dominios estructurales: un dominio N-terminal de unión a caspasa CARD 

(Caspase-recruiting Domain), un dominio central de unión a nucleótidos similar al dominio 

encontrado en la proteína CED4 y un dominio C-terminal que contiene de 12 a 13 motivos 

WD40 (Smith et al., 1999) (Figura 3). Estudios de mutagénesis han revelado que la unión de Cit 

c tiene lugar en el dominio WD40. El dominio CARD de Apaf-1 sólo puede actuar como un 

centro de anclaje de PC9 cuando Apaf-1 oligomeriza en presencia de Cit c y dATP. En 

presencia de Cit c y dATP, Apaf-1 oligomeriza formando un complejo de entre 700 kDa y 1,4 

MDa, que recluta y activa la forma zimógeno de procaspasa 9 (PC9) a través de los dominios 

CARD de ambas moléculas. PC9 es una caspasa iniciadora que se activa por proteolisis 

autocatalítica al aumentar su concentración local en el complejo formado por Apaf-1. Caspasa 9 

activa unida al apoptosoma funciona como un holoenzima que procesa a otras caspasas 

ejecutoras como las procaspasas 3, 6, y 7 (Rodríguez et al., 1999). Las caspasas ejecutoras a su 

vez activan a otras caspasas y además tienen sustratos celulares. En células, antes de la salida de 

Cit c de la mitocondria, Apaf-1 permanece en forma inactiva o cerrada en la que el dominio 

WD40 bloquea al dominio CARD como mecanismo de autorregulación negativa (Srinivasula et 

al., 1998, Hu et al., 1998a, Adrain et al., 1999). Cit c induce un cambio conformacional en 

Apaf-1 a una conformación abierta que expone una superficie de oligomerización y que 

desenmascara el dominio CARD (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Modelo de actividad del apoptosoma. Papel de los dominios de Apaf-1 en el proceso de 
oligomerización. Apaf-1 normalmente adopta una conformación autoinhibida en células, en la que el dominio 
CARD (N) se encuentra rodeado por los dominios WD40 (C). La unión de Cit c a los dominios WD40 
desplaza al dominio CARD, y Apaf-1 puede unir ATP o dATP. Tras la unión del nucleótido, tiene lugar un 
segundo cambio conformacional que permite la oligomerización de Apaf-1 para formar el apoptosoma. 
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La unión del ATP a Apaf-1 en esta conformación abierta es posible, e induce un segundo 

cambio conformacional en Apaf-1 que induce su oligomerización para formar el apoptosoma 

(Jiang et.al., 2000).  

Se han descrito cuatro isoformas de Apaf-1, que se diferencian por la presencia o ausencia de 

dos secuencias: una inserción de 11 aminoácidos entre el dominio CARD y el dominio CED4, y 

un dominio WD40 adicional entre las repeticiones 5 y 6. El dominio WD40 adicional es 

necesario para la unión de Cit c y la activación de PC9 (Benedict et al., 2000) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Dominios estructurales e isoformas de Apaf-1. Apaf-1 está compuesto por tres dominios 
estructurales: el dominio CARD de unión a caspasa, el dominio de homología a CED4 o dominio de unión a 
nucleótidos, y el dominio de repeticiones WD-40. Las isoformas de Apaf-1 se diferencian por contener en su 
secuencia una inserción de 11 aminoácidos entre los dominios CARD y CED4   y   un   dominio adicional 
WD40. Las isoformas de Apaf-1 conteniendo la repetición WD40 adicional son las formas capaces de 
activar caspasas dependiente de Cit c. La isoforma mas larga de las cuatro conteniendo ambas inserciones 
tiene 1248 aminoácidos y se le denomina Apaf-1-XL. 
 
 
La composición, estequiometría exacta y la estructura del apoptosoma no se conocen con 

exactitud. Mediante técnicas de cristalografía y de espectroscopia de resonancia magnética 

nuclear se ha resuelto la estructura del dominio CARD de Apaf-1 y de un complejo formado 

por los dominios CARD de Apaf-1 y PC9 (Qin et al., 1999, Zhou et al., 1999). Estas estructu 

ras revelan la existencia de dos superficies complemetarias con un alto número de residuos 

cargados y cuya red de interacciones intermoleculares determina la especificidad de la unión de 

ambas moléculas. Mediante crio-microscopía electrónica se ha resuelto la estructura del 

apoptosoma a nivel de 27Å (Acehan et al., 2002). En este estudio se propone además un 
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modelo de la estructura tridimensional del apoptosoma en el que se predice la existencia de una 

hendidura central formada por los  siete monómeros de Apaf-1, donde se uniría PC9. (Figura 

4). Los dominios CED4 mantendrían la estructura del oligómero unida y desde la hendidura 

central se extenderían proyectándose hacia el exterior, conectados a través del dominio CED4, 

siete ejes formados por los dominios WD40. Los tallos formados por los dominios WD40 

adoptarían una estructura con dos lóbulos en forma de Y, uno mayor formado por 7 hojas ß, y 

el menor por 6 hojas ß. Caspasa 9 activa, al igual que el resto de caspasas, consta de un doble 

heterodímero en cual se asocian una subunidad mayor y otra menor, contribuyendo ambas a la 

formación del centro activo en la enzima madura. Pero según los estudios de cristalografía, a 

diferencia de otras caspasas, solo se forma un centro activo en uno de los dímeros. Es posible 

que las unidades de caspasa 9 tengan cierta movilidad, pudiendo encontrarse libres en 

disolución o unidas al apoptosoma, y siendo catalíticamente activas sólo asociadas al complejo.  

 

      
Figura 4. Modelo tridimensional del apoptosoma 
a resolución de 27Å obtenido mediante técnicas 
de crio-microscopía electrónica. (A) Estructura 
tridimensional del apoptosoma. Los dominios 
CARD de siete moléculas de Apaf-1 se encuentran 
unidos formando parte de un surco central desde el 
que se proyectan siete ejes formados por los 
dominios WD40. Estructura de partículas del 
apoptosoma vistas girando sobre su eje horizontal. 
(B) Micrografías electrónicas del apoptosoma. (1-4) 
Apoptosoma oligomerizado en el que se puede 
apreciar su estructura en forma de rueda de siete ejes 
con un surco central. (9) Dos apoptosomas 
conteniendo  caspasa 9 y vistos de perfil, se 
encuentran unidos y enfrentados.  Las flechas seña- 

lan a cada apoptosoma y entre los dos 
apoptosomas, se aprecia la presencia de 
proteínas que podrían corresponder a 
caspasa 9 (tomado de Acehan et al., 
2002). 

 

Este modelo prevé la unión de una molécula de Cit c por cada molécula de Apaf-1, mientras 

que estudios de polarización de la fluorescencia indican una estequiometría 2:1 Cit c: Apaf-1 

(Purring-Koch et al., 1999). El mecanismo de activación de PC9 es complejo pero el primer 
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corte proteolítico que sufre PC9 se realiza autocatalíticamente en Asp315 para dar lugar a una 

subunidad mayor de 35 kDa y una menor de 12 kDa.  

Los estudios de composición del apoptosoma han revelado, mediante técnicas de filtración 

en gel, la existencia de dos tipos de complejos: uno proteolíticamente activo de ~ 700 kDa, 

capaz de activar caspasas 3 y 7 y otro complejo relativamente inactivo de ~1,4 MDa (Cain et al., 

1999, 2000). Los estudios de crio-microscopia electrónica indican que los apoptosomas en 

presencia de PC9 tienen una mayor tendencia a la agregación, por lo que el apoptosoma de 1,4 

MDa podría estar formado por dos apoptosomas de 700 kDa enfrentados y unidos por 

interacciones entre moléculas de caspasa 9. No se conoce con exactitud su función en células. 

Inicialmente se describió al apoptosoma como complejo iniciador de la ruta de las caspasas. 

En la actualidad existe cierta controversia en cuanto a si el apoptosoma es el verdadero iniciador 

de la apoptosis miocondrial o tal vez su papel sea la de actuar como “amplificador” de la señal 

apoptótica. 

 

1.6. Mecanismos adicionales de regulación del apoptosoma 

 

Se han descrito un número de niveles de regulación del apoptosoma adicionales. 

Experimentos in vitro han demostrado que los niveles celulares de iones K+ inhiben la apoptosis 

y en particular la oligomerización de Apaf-1 para formar el apoptosoma, posiblemente 

funcionando como mecanismo de seguridad antiapoptótico (Cain et al., 2001a). Esta inhibición 

es neutralizada por Cit c posiblemente por competencia con los iones K+ por la unión por Apaf-

1. Las Hsp (heat shock proteins) son una familia de proteínas que se activan en respuesta a 

estrés y tienen como función proteger a la célula. Se ha demostrado que varias proteínas Hsp 

inhiben la formación del apoptosoma mediante varios mecanismos. Hsp70 se une al dominio 

CARD de Apaf-1 inhabilitándolo para unir PC9. (Beere et al., 2000, Saleh et al., 2000). Además 

Hsp 70 tiene un doble papel antiapoptótico al unirse e inhibir a AIF. Hsp 90 y Hsp 27 también 

inhiben la activación de apoptosis en respuesta a estrés, a través de la inhibición del 

apoptosoma. Hsp 90 se une a Apaf-1 impidiendo su oligomerización (Pandey et al., 2000), y 

Hsp 27 se une y secuestra a Cit c y PC3 (Bruey et al., 2000, Concannon et al., 2001). 

La ruta intrínseca de la apoptosis también se regula por una familia de proteínas llamadas 
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IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) (Deveraux et al., 1999). Se conocen algo más de media 

docena de proteínas IAPs; XIAP, cIAP1, cIAP2, NIAP, BRUCE, ML-IAP. Las IAPs son una 

familia de proteínas, inicialmente identificadas en baculovirus, como capaces de paralizar la 

maquinaria  apoptótica de la célula huésped en respuesta a la infección. Todas ellas contienen al 

menos un dominio de repetición baculoviral (BIR). Las IAPs ejercen su acción mediante la 

inhibición de la activación y la actividad de las caspasas activas. XIAP, IAP1, IAP2 se unen a 

PC9 impidiendo su procesamiento y activación. En particular XIAP ejerce su actividad 

antiapoptótica por varios mecanismos que implican distintas partes de la anatomía de la 

molécula. XIAP inhibe las caspasas 3 y 7 mediante interacción de sus dominios BIR1 y BIR2. 

Caspasa 9 es inhibida por XIAP sólo cuando ésta se encuentra en su forma procesada en el 

apoptosoma, ya que XIAP interacciona con caspasa 9 a  través del motivo de unión a BIR3: 

ATPF. El dominio ATPF es el péptido de unión de la subunidad pequeña de caspasa 9, p12. 

Este dominio se expone cuando PC9 es procesada en Asp315, por lo que parece que esta 

inhibición representa un “mecanismo de seguridad” adicional para impedir una posible 

actividad del apoptosoma en condiciones inadecuadas. La liberación de SMAC de la 

mitocondria tiene como consecuencia la neutralización de la inhibición de caspasa 9 por XIAP 

ya que SMAC es capaz de unirse a XIAP a través de su dominio BIR 3 desplazando al motivo 

ATPF (Chai et al., 2000, Srinivasula et al., 2001a, Wu et al., 2000). Además, estudios 

estructurales indican que, de forma adicional, XIAP impide la homodimerización de caspasa 9 

al interaccionar con caspasa 9 formando un heterodímero a través de otra superficie de unión 

distinta de ATPF y por tanto, manteniendo secuestrada a caspasa 9 monomérica (Shiozaki et al., 

2003). Es probablemente que XIAP se una al apoptosoma interaccionando con las ambas 

caspasas; con caspasa 3  (a través de su dominio BIR 2) y caspasa 9 (a través del dominio 

BIR3).  

 

 

 

 

 

 



 Introducción 
 

 - 12 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regulación de la de activación de caspasas a través de la vía extrínseca y la vía intrínseca o 
mitocondrial. 
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Cuando el apoptosoma está formado y activa a PC3, ésta puede unirse al complejo y 

amplificar el procesamiento de caspasa 9 catalizando un corte proteolítico en Asp330. De esta 

manera se elimina el dominio ATPF y se crea un “feed-back” positivo de actividad del 

apoptosoma. 

Otros mecanismos de regulación de la apoptosis mediada por Cit c apuntan al ATP como vía 

de regulación del apoptosoma, ya que se ha observado que los requerimientos de ATP por el 

apoptosoma varían en distintas condiciones experimentales y podrían existir proteínas que 

modulasen la acción del apoptosoma a nivel de la unión de nucleótidos. No obstante, no se 

conocen los mecanismos que regulan la actividad del apoptosoma a este nivel. 

Quedan puertas abiertas al descubrimiento de mecanismos de regulación del apoptosoma 

adicionales, en los que podrían participar proteínas desconocidas en la actualidad, o asignarse 

nuevas funciones a proteínas ya conocidas.  

 

1.7. Apoptosis y enfermedad: vía mitocondrial y apoptosoma  

 

Dado que la muerte celular programada participa en procesos esenciales para el 

funcionamiento del organismo, los defectos en rutas metabólicas que conducen a la apoptosis 

tienen un papel importante en el desarrollo de patologías (Tabla 1, Thompson 1995, Cameron et 

al., 2000, Reed, 2002, Ferraro et al., 2003, Hajra et al., 2004). A medida que se han ido 

caracterizando los componentes de la maquinaria apoptótica, se ha podido establecer su 

conexión con las bases moleculares de las patologías, y se han asociado muchas de ellas a 

alteraciones en la expresión o la función de proteínas clave reguladoras. Un exceso de apoptosis 

origina enfermedades degenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de 

Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica y enfermedades que cursan con daño tisular debido a 

isquemia (Martin, 1999, Yuan, 2000). En el infarto de miocardio, el daño isquémico renal o el 

accidente cerebro vascular, las células que rodean a la zona isquémica mueren por apoptosis 

(Czerski, 2004). En la enfermedad asociada a la infección por el virus del sida (VIH), los 

linfocitos T (CD4+) mueren por apoptosis (Garden et al., 2002, Badley et al., 2003). Dado que 

la apoptosis juega un papel muy importante en el funcionamiento del sistema inmunológico, su 

carencia puede ser causa de inmunodeficiencias o de enfermedades autoinmunes, siendo 
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responsable por tanto de infecciones virales, SIDA, hepatitis agudas o crónicas, cirrosis, o del 

rechazo de transplantes. La hematopoyesis también puede verse afectada por alteraciones en la 

apoptosis produciendo cuadros como el de la anemia aplásica, la neutropenia crónica, síndromes 

mielodisplásicos, etc. Tambien se ha encontrado relación entre una apoptosis excesiva y 

enfermedades hematológicas, algunos tipos de alérgia, y daño en hígado y riñon (Kornblau, 

1998, Cain y Freathy 2001b, Kitada et al., 2002). Entre las enfermedades asociadas con una 

inhibición de la apoptosis se encuentran las enfermedades proliferativas; el cáncer y las 

enfermedades autoinmunes.  

 
Tabla 1. Enfermedades asociadas con la apoptosis  

 
APOPTOSIS INSUFICIENTE 
 
• Cáncer: Colorrectal, Glioma, Hígado, Neuroblastoma, Leucemias, Linfomas, y Próstata. Resistencia a 

quimioterapia, inmunoterapia y radiación. Acumulación celular 
• Autoinmunidad: Miastenia gravis, Lupus eritematoso sistémico, Artritis reumatoide, Enfermedades renales 

(glomerulonefritis), Esclerosis múltiple. Fallo al eliminar linfocitos autorreactivos 
• Estenosis: Acumulación de células de músculo liso en las paredes de las arterias 
• Infecciones persistentes: Fallo en la erradicación de virus o bacterias (adenovirus baculovirus) 
• Enfermedades inflamatorias: Asma bronquial Enfermedad inflamatoria intestinal.  Inflamación pulmonar 
 
APOPTOSIS EXCESIVA 
 
• Neurodegeneración: Enfermedad de Alzheimer, Huntington, Parkinson, y esclerosis lateral amiotrófica 

Retinitis pigmentosa, Epilepsia  
• Isquemia- reperfusión: .La apoptosis se presenta pero aparece también necrosis 
• Infarto de miocardio: Pérdida de miocardiocitos 
• Rechazo a transplantes  
• Inflamación 
• Osteoartritis: pérdida de condrocitos 
• Síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (VIH): Depleción de linfocitos T 
• Infección bacteriana  
• Diabetes tipo I: destrucción de islotes de Langerhans por el sistema inmune 
• Traumatismos: lesiones medulares, lesiones cerebrales 
• Daño tisular 
• Accidente cerebrovascular 
• Daño isquémico renal: Riñón poliquístico 
• Enfermedades hematológicas: Anemia aplásica, Síndrome mielodisplásico, Linfocitopenia T CD4+ 

Deficiencia G6PD 
• Enfermedades oftalmológicas 
• Alopecia 
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Un gran número de investigaciones demuestran una correlación entre la inhibición de la 

apoptosis y la malignización celular y se ha comprobado que un amplio grupo de terapias 

antineoplásicas inducen apoptosis en la célula tumoral. En la actualidad, la expresión de algunos 

genes antiapoptóticos (oncogenes) como Bcl-2 se considera un factor de peor pronóstico para 

diversos tipos de cáncer.  

Las alteraciones en la formación del apoptosoma también se han asociado con patologías 

humanas. En el síndrome de la deficiencia de adenosin deaminasa (ADA) la acumulación de 

nucleótidos parece ser la responsable de la activación de la ruta mitocondrial de la apoptosis que 

tiene lugar en esta enfermedad.  

Estudios acerca de la expresión de Apaf-1 en tumores, y estudios mecanísticos en modelos 

celulares indican que la vía intrínseca y el apoptosoma son importantes para el el desarrollo y la 

progresión del cáncer. Se ha demostrado que en los melanomas malignos falla la expresión de 

Apaf-1 (Soengas et al., 2001) ya que existe pérdida de heterocigosidad en el locus génico de 

Apaf-1 e inactivación del segundo alelo por metilación. Asimismo, la frecuencia de pérdida de 

Apaf-1 es mayor en melanomas metastáticos que en melanomas primarios (Fujimoto et al., 

2004). También se ha descrito pérdida alélica de la región que contiene el locus de Apaf-1 (en 

humanos 12q23) en adenocarcinoma pancreático ductal, en glioblastoma (Watanabe et al., 

2003) y leucemia (Jia et al., 2001). También se han observado mutaciones que alteran la pauta 

de lectura del gen Apaf-1 en cancer gastrointestinal (Yamamoto et al., 2000) y deleciones o 

proteína inactiva en otras líneas celulares (Kimura et al., 1998). La expresión de Apaf-1 está 

controlada por p53 a través del factor transcripcional E2F (Fortín et al., 2001). Las alteraciones 

en la regulación transcripcional y post-transcripcional de Apaf-1 se han asociado con otros tipos 

de cáncer. En células de cáncer de ovario se ha correlacionado la quimiorresistencia que 

presentan los tumores con una actividad deficiente del apoptosoma (Wolf et al., 2001). Estudios 

dirigidos a restaurar los niveles de Apaf-1 en diversas líneas tumorales han correlacionado con 

una pérdida en la quimiorresistencia característica de estas líneas (Kamarajan et al., 2001, 

Ogawa et al., 2001). También se han relacionado con procesos tumorales las alteraciones en la 

expresión de proteínas que regulan la formación y actividad del apoptosoma, como las Hsp, Pro 

T, XIAP, ML-IAP y Akt,  (Apartado 1.6.). 
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La inhibición de la apoptosis cobra especial importancia en el caso de las enfermedades 

neurodegenerativas ya que, aunque no la única, es una de las formas principales de muerte 

neuronal (Friedlander et al., 2003). La apoptosis es una característica tanto de las enfermedades 

neurológicas agudas como crónicas. La necesidad de inhibir la muerte neuronal y sus causas se 

agrava por la escasa o nula capacidad regenerativa que tiene el sistema nervioso central. En un 

proceso agudo, como una lesión traumática, tras la isquemia, la necrosis y la apotosis coexisten. 

La necrosis se encuentra en el centro de la lesión, donde la hipoxia es más severa, pero en las 

zonas de penumbra aparece flujo sanguíneo lateral y se crea un gradiente de tejido perfundido 

donde se establece un umbral de muerte por apoptosis (Rabuffetti et al., 2000, Benchoua et al., 

2001). En las enfermedades neurodegenerativas crónicas la apoptosis es la forma principal de 

muerte neuronal (Li et al., 2000, Ona et al., 1999). Hay evidencia de que las caspasas tienen un 

papel importante en esclerosis lateral amiotrófica (ELA), Parkinson, Huntington, Alzheimer y 

demencia asociada a infección por VIH (Gervais et al., 1999, Garden et al., 2002). En fases 

tempranas se crea una activación de caspasas subletal que crea la disfunción celular. Aunque la 

causa que origina estas enfermedades no se conoce con exactitud, se ha encontrado activación 

de caspasas tanto en fases tardías de las enfermedades como en la pérdida de sinapsis 

neuronales tempranas. Por otro lado, en un tejido donde las células mueren por apoptosis, existe 

un fenómeno de contagio en el que una célula que sufre apoptosis, produce moléculas de 

señalización de muerte celular que difunden y que inducen apoptosis en células vecinas, creando 

un efecto dominó de expansión de muerte celular o “kindergarten effect” (Li et al., 2000). Este 

fenómeno de apoptosis contagiosa ocurre tanto en procesos agudos como crónicos y es 

importante desde el punto de vista terapéutico antiapoptótico, porque un inhibidor de apoptosis 

no solo retrasará la muerte de una neurona particular sino que también puede inhibir los factores 

difusibles tóxicos de apoptosis en neuronas vecinas. 

Según estudios preclínicos en modelos animales de enfermedades, la inhibición de caspasas 

resulta una terapia prometedora en ELA, enfermedad de Parkinson,  lesiones cerebrales 

traumáticas y epilepsia, meningitis bacteriana y sepsis y en modelos de lesión de isquemia-

reperfusión, (cardiaco, hepático, intestinal, renal y cerebral) (Nicholson 2000). Muchas 

compañías farmacéuticas están desarrollando nuevas generaciones de inhibidores de caspasas  

suficientemente potentes y capaces de atravesar la membrana de las células (Vertex/Avantis 
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Pharma, Vertex/Serono, Merck Frosst, SmithKline Beecham, BASF, Idun Pharm, Novartis 

Vertex). Algunas de los compuestos desarrollados por estas compañías se encuentran en ensayo 

en fases clínicas I, y II (Onteniente et.al., 2004). Por ejemplo, la minociclina es una tretraciclina 

de segunda generación que tiene notables propiedades neuroprotectoras que inhibe la activación 

de caspasas. Se está evaluando en pacientes con ELA, enfermedad de Huntington, y se están 

diseñando ensayos clínicos en pacientes con Alzheimer (Zhu et al., 2002, Wang, et al., 2003). 

En conclusión, los datos existentes que relacionan la actividad entre caspasas y 

neurodegeneración indican que la inhibición del apoptosoma jugaría un papel importante ya que 

se inhibiría la activación de PC9, y por tanto de las caspasas ejecutoras. En general, las 

aplicaciones clínicas de compuestos inhibidores de Apaf-1 estarían sujetas a las mismas 

consideraciones que los inhibidores de caspasas. Se ha demostrado la implicación de la vía 

mitocondrial y el apoptosoma en un gran número de patologias. Existen numerosos estudios in 

vivo que indican que el apoptosoma es responsable de la muerte celular patológica en distintos 

tipos de neuronas y que representa una diana terapéutica antiapoptótica de interés. Así por 

ejemplo, en algunos estudios se ha utilizado el dominio CARD de Apaf-1 ya que actúa como 

inhibidor dominante negativo de su función impidiendo la formación de un apoptosoma 

funcional (Qin et al., 1999). La sobreexpresión de este dominio mediante la utilización de 

vectores virales, tiene como consecuencia la inhibición de la apoptosis in vivo inducida por 

neurotoxinas en un modelo de Parkinson. Por ello se ha propuesto la utilización de este dominio 

como estrategia en terapia génica apoptótica antimitocondrial (Mochizuki et al., 2001). Otros 

experimentos muestran inhibición de la apoptosis inducida por axotomía en células de retina de 

ratón mediante el silenciamiento del gen de Apaf-1 utilizando siRNAs (Lingor et al., 2005). 

No obstante, aunque los procesos que contribuyan a inhibir la muerte neuronal mediada por 

caspasas son dianas terapeúticas importantes, en el futuro se tendrá que evaluar en pacientes si 

terapias antiapoptóticas retrasan la muerte celular y conservan las neuronas pero no recuperan 

su función. El futuro de los estudios debe ir encaminado tanto a documentar nuevas 

asociaciones entre apoptosis y enfermedad como a desarrollar nuevas terapias basadas en la 

modulación de la apoptosis. En este sentido, enfermedades como el cáncer, enfermedades 

neurodegenerativas, procesos autoinmunes o infecciones víricas parece evidente que van a 
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beneficiarse de forma inmediata de estos trabajos, aun cuando a medio y largo plazo la 

regulación de la apoptosis se presenta como una de las armas más prometedoras en medicina. 

En relación a los antecedentes que existen en la actualidad acerca de moduladores artificiales 

del apoptosoma, investigaciones recientes han identificado tres clases de moléculas que directa 

o indirectamente modulan la actividad del apoptosoma y que podrían tener una proyección 

terapéutica (Cain, 2003). Los tres tienen en común el haberse identificado mediante la 

utilización de colecciones de compuestos y ensayos en extractos celulares. El compuesto 

PETCM se identificó a partir del cribado de quimiotecas de compuestos orgánicos como 

activador de caspasa 3 en extractos (Jiang et.al., 2003). PETCM estimula la activación del 

apoptosoma inhibiendo la proteína ProT (protimosina), una oncoproteína que actúa como 

regulador negativo de la formación del apoptosoma. Otros compuestos también identificados 

mediante el cribado de quimiotecas utilizando ensayos en extractos, activan la formación del 

apoptosoma, aparentemente disminuyendo los umbrales de Cit c requeridos para la formación 

del apoptosoma (Nguyen et. al., 2003). Estos compuestos han demostrado ser efectivos en la 

inducción química de la apoptosis en un amplio espectro de líneas celulares. Finalmente, 

también se han encontrado moléculas que actúan como inhibidores de la formación del 

apoptosoma. Una familia de diarilureas han demostrado ser inhibidores efectivos de la 

activación de caspasas en extractos celulares y aunque su mecanismo de acción no se conoce, 

provocan la inhibición de la formación del apoptosoma de 700 kDa (Lademann et.al., 2003). 
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1.8. Objetivos 

 

La apoptosis es probablemente uno de los procesos biológicos cuya caracterización mayor 

atención ha recibido en los últimos años. En paralelo con el proceso de caracterización del 

mecanismo molecular, la investigación también se ha dirigido hacia la identificación de 

moléculas moduladoras del proceso. En este sentido el interés es doble, dichas moléculas 

pueden servir como herramientas biológicas muy útiles para el estudio en profundidad del 

mecanismo molecular y pueden, a su vez, derivar en moléculas con potencial aplicación 

terapéutica. En la actualidad, no existen citas en la literatura que describan la identificación de 

moduladores artificiales del apoptosoma, que interaccionen físicamente con el complejo, e 

interfieran con alguno de los pasos necesarios para su formación y actividad.  Dado el potencial 

terapéutico que tiene la inhibición de caspasas, la inhibición de su activación sería incluso más 

deseable, por lo que el apoptosoma se presenta como una diana terapéutica de gran interés. 

Una estrategia común en el diseño de moduladores de enzimas es el modelado molecular de 

los bolsillos de unión a sus sustratos, o de interacción con moduladores naturales, utilizando la 

información estructural disponible. En el futuro la disponibilidad de mayor información 

estructural del apoptosoma brindará nuevas oportunidades en el diseño racional de moduladores 

que inhiban o activen el complejo y por tanto la activación de caspasas. En la actualidad la 

información disponible acerca de la estructura de las interacciones entre los componentes del 

apoptosoma es insuficiente como para abordar programas de identificación de moléculas 

basados en su estructura. Por ello, la búsqueda de moduladores del apoptosoma se basa en el 

desarrollo de ensayos de alto rendimiento que permitan analizar su actividad frente a un gran 

número de compuestos. Este tipo de estudios se deben abordar mediante una integración de 

técnicas químicas y de biología molecular ya que es necesaria la obtención de las proteínas 

diana, la puesta a punto del ensayo biológico y el cribado de quimiotecas. El objetivo general, es 

la utilización de la Química Combinatoria para la identificación de moléculas de interés 

biomédico. Para ello, en primer lugar es necesario poner a punto un ensayo que permita utilizar 

dianas terapéuticas   que permita el cribado funcional de un elevado número de moléculas con el 

objetivo de identificar efectores artificiales del sistema Apaf-1-caspasas. El trabajo presentado 

en esta tesis incorpora como novedad la utilización de los componentes básicos recombinantes 
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purificados del apoptosoma y la reconstitución de su  actividad in vitro para el cribado. Con este 

ensayo y formato de cribado, lo que se pretende es una mejor definición de la diana molecular 

de búsqueda de moléculas moduladoras. Por otro lado, la posibilidad de manipulación de los 

distintos componentes del apoptosoma en las reacciones de reconstitución permitiría diseccionar 

el mecanismo de acción de posibles moduladores y su sitio de unión.  

Para abordar este trabajo se plantearon los siguientes objetivos: 

1 Expresión de la proteína Apaf-1 utilizando el sistema de baculovirus y células de 

insecto y puesta a punto de un ensayo de reconstitución de apoptosomas in vitro.  

2 Cribado de quimiotecas para la identificación de moduladores de la formación del 

apoptosoma y diseño racional de moduladores. 

3 Caracterización molecular del mecanismo de inhibición y estudio in vivo de los  

compuestos identificados. 
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2. Reconstitución  in vitro del Apoptosoma 
 

 
El ensayo de reconstitución de apoptosomas in vitro y activación de PC9 fue descrito en la 

literatura por primera vez en 1997 por el grupo de investigadores que identificó la proteína 

Apaf-1 como homólogo de la proteína CED-4 de C. elegans (Zou et al., 1997). Se demostró que 

Apaf-1, Cit c y PC9 eran los componentes fundamentales del apoptosoma y que incubando las 

tres proteínas recombinantes purificadas, en presencia de ATP ó dATP se podía reproducir el 

procesamiento y la activación de caspasas in vitro (Li et al., 1997, Zou et al., 1999). Desde su 

descripción hasta la actualidad, el ensayo se ha utilizado en el estudio de los mecanismos que 

regulan la formación y actividad del apoptosoma in vitro (Zou et al., 1999, 2003). También se 

ha utilizado en el estudio de la naturaleza de la interacción entre Cit c y Apaf-1 (Yu, et al., 

2001) así como en el análisis de la interacción con proteínas que regulan la actividad del 

apoptosoma tales como Smac/DIABLO, IAPs (Chai et al., 2000) Hsp 70 (Beere et al., 2000), o 

Hsp 90 (Pandey et al., 2000). Sin embargo, a raíz del descubrimiento y caracterización de 

apoptosomas de distinto tamaño y actividad identificados en modelos celulares se planteó la 

duda por parte algunos autores (Cain et al., 1999, 2000) sobre si los apoptosomas que se forman 

mediante reconstitución in vitro representarían un fiel reflejo de lo que ocurre in vivo, 

sugiriendo en algún caso que la mayoría de los apoptosomas que se forman durante la 

reconstitución in vitro son inactivos y de gran tamaño: 1,4 MDa. 

Por otro lado se suscitó una polémica en torno al ensayo durante la identificación de las 

distintas isoformas de Apaf-1. La secuencia del clon de Apaf-1, publicada en el artículo que 

describe el ensayo originalmente en la revista Cell (Li et al., 1997) en GenBankTM con número 

de acceso AFO13263, como responsable de la activación de procaspasa in vitro resultó ser una 

forma inactiva de Apaf-1. Diversos autores publicaron menciones acerca de la imposibilidad de 

la manipulación de esa proteína in vitro debido a su insolubilidad (Saleh et al., 1999). 

Posteriormente se describieron tres isoformas adicionales de Apaf-1. La caracterización de su 

actividad y expresión en tejidos asignó a la primera isoforma descrita por Li et al., el papel de 
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proteína inactiva y posiblemente el de actuar como antagonista de la activación de caspasas 

(Benedict et al., 2000). 

Como base para la identificación de moléculas cabeza de serie a partir del cribado de 

quimiotecas combinatorias, para la caracterización molecular de los compuestos definidos, así 

como para el análisis de moléculas surgidas del diseño racional, se planteó la puesta a punto del 

ensayo de reconstitución in vitro del apoptosoma. 

Para obtener Apaf-1 activa en cantidades suficientes para realizar ensayos funcionales, en 

nuestro laboratorio se puso a punto la expresión de Apaf-1-XL en el sistema de expresión con 

baculovirus y células de insecto. La producción de la proteína Apaf-1, debido 

fundamentalmente a su gran tamaño, sólo se había llevado a cabo con éxito en el sistema de 

expresión en baculovirus, pudiéndose expresar en sistemas procarióticos solo fragmentos o 

dominios de la misma.  

 

2.1. Introducción  a la Baculovirología   

 

Los baculovirus (familia baculoviridae) son uno de los vectores de expresión eucariotas más 

potentes y versátiles y se han utilizado ampliamente para expresar genes en cultivos de tejido de 

células de insecto y en larvas de insecto (Luckow 1993a, Davies 1994). La cepa  más conocida 

y estudiada de los baculovirus es el virus de la polihedrosis nuclear de Autigrapha californica 

(AcNPV). AcNPV tiene un genoma de DNA de doble cadena de 130 Kb, circular, 

superenrollado y que se empaqueta en una cápsida baciliforme. Los baculovirus salvajes 

exhiben dos tipos de ciclos: ciclo lítico y ciclo ocluido. Estos dos ciclos se desarrollan 

independientemente a lo largo de tres fases de la replicación del virus.  La fase temprana 

comienza a las 0,5-6 horas tras la infección. Incluye los procesos de adherencia y penetración en 

el interior celular, desensamblaje del virus, expresión de genes tempranos y bloqueo de la 

maquinaria de expresión de la célula hospedadora. En la fase siguiente se producen viriones que 

salen al exterior celular envueltos en membrana plasmática y proteína gp64 necesaria para 

internalizarse en otras células por endocitosis. La mayoría de estos virus se producen entre las 

18-36 horas y comienzan un segundo ciclo de replicación en nuevos tejidos. En las fases mas 

tardías de su ciclo (24-96 horas post-infección), los viriones se encapsidan en una matriz 
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proteica homogénea llamada polihedron, que está compuesta básicamente por una única 

proteína llamada polihedrina. Esta proteína se acumula en altas cantidades en las células 

infectadas formando cuerpos de oclusión para proteger a los virus de las condiciones 

ambientales en la naturaleza, pero no es esencial para el ciclo infeccioso del virus en 

condiciones de cultivo in vitro. Los genes heterólogos colocados bajo el control transcripcional 

del promotor de polihedrina del virus AcNPV se expresan fuertemente  durante las fases más 

tardías de la infección. 

 

Figura 6. Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). 
Micrografía electrónica de un virión teñido negativamente. Se 
pueden apreciar la estructura asimétrica de la cápside y la presencia de 
una envuelta lipídica con proyecciones en la superficie (tomado de 
http://meds.queensu.ca/~carstens/baculovirus/baculovirus.html). 

 

Varias son las características que distinguen el sistema de expresión en vectores de 

baculovirus de otros sistemas de expresión: 

 

• El sistema admite grandes inserciones debido a la capacidad de expansión de la cápside del 

virus, por lo que permite expresar proteínas de gran tamaño.  

• Se alcanzan niveles altos de expresión del gen heterólogo en comparación con otros 

sistemas de expresión eucarióticos, especialmente para proteínas intracelulares.  

• Es posible la expresión múltiple de genes. La expresión de complejos hetero-oligoméricos 

de proteínas se puede llevar a cabo con la infección simultánea de varios virus sobre la 

misma célula, conteniendo dos o más cassettes de expresión cada uno. 

• Los baculovirus tienen un rango de hospedador limitado solamente a especies de 

invertebrados específicas. Estos virus son más seguros para trabajar que los virus de 

mamíferos ya que no infectan a vertebrados.  

• AcNPV se propaga en líneas celulares de insecto, algunas de las cuales son capaces de 

crecer en cultivo líquido en suspensión permitiendo la producción a gran escala de proteína 

recombinante. 
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• En muchos casos las proteínas son procesadas y correctamente plegadas. La mayoría de las 

modificaciones post-traduccionales ocurren de manera idéntica a como ocurren en el 

ambiente natural de la proteína, con lo que la estructura y la funcionalidad  de la proteína 

recombinante reproduce  al máximo las características de la proteína salvaje. 

• Las proteínas expresadas son transportadas a sus dianas celulares (transporte al núcleo, 

anclaje a membranas etc.). Asimismo las proteínas se localizan en el mismo compartimento 

subcelular que la proteína salvaje. 

• Los baculovirus tienen la capacidad de realizar procesamiento de exones/intrones por lo que 

son capaces de expresar genes que requieren procesamiento de mensajero. 

 

Tradicionalmente las técnicas de construcción de baculovirus recombinantes utilizaban 

métodos basados en la recombinación homóloga para insertar el gen de interés delante del 

promotor de polihedrina u otros. La obtención de los virus recombinantes se hacía 

extremadamente lenta y difícil por dos motivos. Primero, la fracción de virus recombinantes en 

la progenie podía llegar a ser muy baja pudiendo representar una relación de 1: 1000 virus 

recombinantes frente a no recombinantes. En segundo lugar, los métodos de rastreo de 

recombinantes hacían difícil la obtención de una población pura del virus recombinante frente al 

parental. Con las antiguas aproximaciones, tras transfectar el plásmido y los DNAs virales en 

células de insecto, se requerían sucesivos ensayos en placa para purificar los virus 

recombinantes de los parentales no recombinantes que pasan a ser contaminantes ahora de la 

progenie de virus deseados (Kitts et al., 1990, 1993, Hartig et al., 1992). 

 

 

Figura 7. Baculovirus AcMNPV. Micrografía 
electrónica que muestra una sección de una célula 
de insecto infectada con el baculovirus. Un gran 
número de viriones salen por exocitosis envueltos en 
membrana citoplasmática al exterior celular (tomado 
dehttp://meds.queensu.ca/~carstens/baculovirus/bac
ulovirus.html) 
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2.2. Generación de baculovirus recombinantes y expresión de Apaf-1 mediante 

transposición sitio-específica. Método Bac-to-Bac.  

 

Para optimizar la obtención de poblaciones puras de baculovirus recombinantes se 

desarrollaron nuevos métodos entre los que se encuentra el método Bac-to-Bac. El método se 

basa en la transposición dirigida del gen de interés desde el cassette de expresión en el plásmido 

pFastBac al vector lanzadera de baculovirus, también llamado bácmido (Luckow et al., 1993b). 

 

2.2.1. Construcción de baculovirus recombinantes de Apaf-1 

 

El primer paso para la construcción de los baculovirus recombinantes utilizando el sistema 

Bac-to-Bac  es clonar el gen de interés en el vector lanzadera de la serie pFastBac apropiado, en 

este caso el plásmido pFast Bac 1. El cDNA de Apaf-1 se encontraba subclonado en el plásmido 

pCDNA 3 como proteína de fusión a una etiqueta epítopo de Myc C-terminal (Benedict et al., 

2000). Utilizando como molde el plásmido pCDNA3-Apaf-XL, se subclonó mediante 

amplificación por PCR, el cDNA de Apaf en el plásmido pFastBac 1 (apartado 5.5.2.). Los 

oligonucleótidos diseñados permitieron introducir la secuencia codificante para una cola de 9 

histidinas en el extremo C-terminal de Apaf. Dado que los plásmidos que contenían el gen de 

Apaf-1 resultaron ser inestables en las cepas habituales en nuestro laboratorio, para  las 

operaciones de manipulación del cDNA de Apaf-1-XL en los plásmidos pCDNA3 y  pFastBac 1 

se utilizó la cepa MAX Efficiency STBL2 (Life Technologies), derivada de E.coli JM109/J5. Su 

genotipo la hace especialmente indicada para amplificar plásmidos con insertos de gran tamaño 

o que contengan repeticiones, palíndromes, regiones de DNA genómico inestables, o secuencias 

retrovirales. Las cepas de E. coli que contienen la mutacion recA son estables para amplificar y 

mantener la mayoría de secuencias portadas en los vectores de clonación habituales. Sin 

embargo, ciertas secuencias como las mencionadas anteriormente son incluso inestables en 

cepas recA. Las cepas que contienen las mutaciones sbcB y cbcC por separado,  en combinación 

con otras mutaciones (ej. recBC, recD, recF, ó recJ), han demostrado ser útiles para estabilizar 

plásmidos, cósmidos, o  fagos λ que contienen insertos con regiones palindrómicas o secuencias 

genómicas inestables. Se transformó el plásmido original pcDNA3-Apaf-XL en E.coli STBL2 y 
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se seleccionaron 12 de las colonias más pequeñas. Se aisló el  DNA plasmídico de estas 

colonias y se utilizó para amplificar el cDNA que codifica Apaf-1 mediante PCR. Seguidamente 

se realizó un análisis utilizando enzimas de restricción. Este análisis permitió descartar algunas 

colonias cuyo patrón de restricción divergía del esperado. La secuenciación del cDNA de Apaf-

1 subclonado en  pFastBac 1 permitió descartar una serie de clones que contenían mutaciones 

hasta que finalmente se encontró un clon que contenía la secuencia correcta en su totalidad 

correspondiéndose con la publicada en pubmed (Nuñez AF149794).                   

El plásmido dador pFastBac 1 contiene un cassette de expresión que consiste en un gen de 

resistencia a gentamicina Gmr, el promotor específico de baculovirus polihedrina, un sito de 

clonación múltiple y los dos brazos del transposón Tn7 (Figura 8). 

 

 

 

                                  

 

Figura 8. Mapa del cassette de expresión integrado en el plásmido dador pFastBac 1. El elemento 
mini-Tn7 contiene entre sus brazos izquierdo y derecho (Tn7R, Tn7L) un cassette de expresión que 
consiste en un gen de resistencia a gentamicina (Gmr), un promotor específico de baculovirus (promotor 
de polihedrina: pPolh), un sitio de clonación múltiple (SCM) y una señal de poliadenilación de SV40. 
 

 

El cDNA de Apaf-1 subclonado en pFast Bac 1 se utilizó para transformar células DH10Bac. 

En el interior de estas células es donde se produce la transposición dirigida que da lugar a los 

baculovirus recombinantes. Las células E.coli DH10Bac contienen en su interior el bácmido 

bMON14272 (Figura 9). El bácmido es una versión del genoma del baculovirus que contiene las 

siguientes modificaciones respecto al baculovirus salvaje: 

 

-    Un origen de replicación en E.coli (mini-F-replicón). 

- Un gen de resistencia a kanamicina para su selección. 

- Un segmento de DNA derivado del vector pUC que codifica para el péptido Lac-Z.  

Tn7R Gmr pPolh SCM SV40            Tn7L
Poli A

Apaf

Tn7R Gmr pPolh SCM SV40            Tn7L
Poli A

Tn7R Gmr pPolh SCM SV40            Tn7L
Poli A

Apaf
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- La secuencia del sitio de inserción del transposón bacteriano Tn7. Esta secuencia esta 

insertada en el extremo N-terminal del segmento del gen codificante para el péptido 

LacZ, sin alterar la pauta de lectura del péptido. 

 

El bácmido se propaga en E. coli DH10Bac como un plásmido de alto peso molecular que 

confiere resistencia a kanamicina y permite la selección de clones positivos azules en presencia 

de un sustrato cromogénico como X-Gal o Bluo-gal y el inductor IPTG. Esto es debido a que el 

bácmido complementa la deleción del gen LacZ existente en el genoma de E. coli DH10Bac. 

Los bácmidos recombinantes se construyen transfiriendo el elemento Tn7 desde el plásmido 

pFastBac 1 dador al sitio de inserción mini-attTn7 en el bácmido. Las funciones de 

transposición son conferidas en trans por el plásmido auxiliar pMON7124, que codifica para 

una transposasa y confiere resistencia a tetraciclina. Las células DH10Bac contienen este 

plásmido en su interior. La transformación de células DH10Bac con el plásmido pFastBac-1-

Apaf-XL se llevó a cabo por choque térmico. Las colonias que contienen bácmido recombinante 

se identificaron mediante disrupción del gen LacZ. De esta manera, las colonias blancas se 

seleccionaron al cabo de dos días de incubación y se procedió a su resiembra para comprobar el 

color. El siguiente paso fue la extracción de DNA de alto peso molecular en la que se obtuvo 

como producto una mezcla de DNAs conteniendo el bácmido. 

Para verificar la inserción del cDNA de Apaf-1 en el bácmido en las colonias seleccionadas 

se procedió al análisis por PCR del DNA de alto peso molecular aislado. El DNA se resolvió 

mediante electroforesis en gel de agarosa y se seccionó la banda del gel correspondiente al 

bácmido, que migra mas despacio que la banda de 21 Kb del patrón λ Eco-HindIII. Se utilizó 

este DNA como molde para una PCR, así como una pareja de oligonucleótidos pUC/M13 que 

hibridan con secuencias flanqueantes del sitio de inserción mini-attTn7 del transposón Tn7 

dentro de la secuencia del gen LacZ-α en el bácmido (Figura 10).  

 

 

 

 

 



Reconstitución in vitro del apoptosoma   
 

 - 28 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema general de la construcción de baculovirus recombinantes y expresión génica de Apaf -1 con 
el sistema Bac-to-Bac. 
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Figura 10. Análisis genotípico de los bácmidos recombinantes. (A) 
Análisis en gel de agarosa del bácmido. DNA aislado de dos colonias 
blancas (3,4) y una azul (1) junto con el patrón de pesos moleculares λ 
Eco-HindIII (2). (B) Esquema de la región de transposición conteniendo el 
cassette de expresión. Los oligos M13/pUC forward y M13/pUC reverse 
hibridan en los extremos a ambos lados de la región, pudiendose utilizar 
solos o en combinación con oligos específicos de Apaf-1 para amplificar 
específicamente el gen correctamente insertado. (C) PCR realizada sobre 
el DNA bacmídico aislado en (A, línea 3) utlizando los oligos M13 /pUC 
forward (fw), M13/pUC reverse (rv) y oligos específicos de Apaf 
(apartado 5.5.2.2.), según se indica. 

 

 

El DNA plasmídico de alto peso molecular aislado de las células DH10 Bac se utilizó 

además para transfectar células SF9 de insecto utilizando un lípido catiónico. A los tres días de 

la transfección los cultivos infectados mostraban claros signos de citopaticidad en comparación 

con las células no transfectadas. Las células habían perdido la adherencia a la placa, su diámetro 

celular había aumentado y el núcleo se había engrosado visiblemente (Figura 14). Los 

sobrenadantes que contenían la primera generación viral recombinante (F0) se centrifugaron y 

alicuotaron. Las células transfectadas se utilizaron para confirmar la expresión de Apaf-1 
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mediante Western blot. Como controles negativos se utilizaron lisados celulares procedentes de 

células no transfectadas y de células transfectadas con un bácmido no recombinante aislado a 

partir de una colonia azul. Las células transfectadas o  infectadas, sufren una alteración del 

patrón de expresión celular, una vez la maquinaria de síntesis proteica de la célula ha sido 

secuestrada por el virus, por lo que las células transfectadas con el virus “vacío” resultan útiles 

para comparar el perfil de proteínas de sus lisados celulares con el de células  transfectadas con 

Apaf mediante Western blot.  

 

Figura 11. Análisis mediante Western blot de 
lisados totales de células SF9 recogidas a las 
72 horas de la transfección. (1-4) Células 
transfectadas con baculovirus recombinantes 
de Apaf-1. (5) Células transfectadas con 
bácmidos aislados procedentes de una colonia 
azul. (6) Células no transfectadas. 

 

  2.2.2. Generación de “stocks” virales 

 

El volumen de F0 es pequeño, de aproximadamente 0,5 ml, por lo que ha de amplificarse 

hasta un volumen de “stock” viral que permita realizar series de infecciones a mayor escala. La 

amplificación se llevó a cabo mediante dos infecciones consecutivas de células SF9 sanas 

(Figura 12 C). Se utilizaron las alícuotas de F0 resultantes de la transfección para inocular placas 

de cultivo de células SF9 en monocapa (apartado 5.4.2.). Aproximadamente a las 72 horas de la 

infección, se obtuvo el sobrenadante de la segunda generación de virus (F1) en volumen de 10-

12 ml. Finalmente, se utilizó una alícuota de F1 para amplificar el “stock”  viral hasta un 

volumen de 300 ml. Este “stock” F2 constituyó el “stock” viral de trabajo y fue utilizado para 

realizar infecciones sobre cultivos líquidos de células de insecto que posteriormente se 

utilizaron para purificar Apaf-1. De manera habitual se siguió este esquema de producción de 

“stock” F2 para ser utilizado en la producción de Apaf-1, nunca llegando a producir una cuarta o 

quinta generación de virus ya que se observó disminución y en ocasiones pérdida de la 

expresión de Apaf-1 utilizando estos virus. Esto probablemente es debido a la acumulación de 

partículas víricas defectivas, capaces de infectar células ayudadas por otros virus, pero que 

172
KDa

111.4

79.6

61.3

172

1        2       3       4                   5       6

Apaf-1 -
172
KDa

111.4

79.6

61.3

172

1        2       3       4                   5       6

Apaf-1 -



                                                                                           Reconstitución in vitro del apoptosoma 
 

 - 31 – 

resultan ineficaces a la hora de expresar el gen heterólogo. 

Para confirmar la presencia del gen completo de Apaf-1 y descartar posibles mutaciones en 

los virus responsables de la expresión, se llevó a cabo el análisis del DNA viral aislado del 

caldo de un cultivo infectado con F2. Utilizando como molde el DNA viral se realizó una PCR 

utilizando oligonucleótidos que hibridan en los extremos del cDNA de Apaf-1 (apartado 

5.5.2.2.). El gen Apaf-1 se amplificó con un tamaño esperado (3774 pb) y se secuenció 

parcialmente. 

. 

Figura 12. Análisis del DNA viral y generación de 
stocks virales. (A) DNA viral aislado a partir de un caldo 
de cultivo de células infectadas con F2. (B) PCR realizada 
utilizando como molde el DNA viral mostrado en el 
panel A y oligonucleótidos que hibridan en los extremos 
N y C-terminal de Apaf-1. (C) Esquema de generación de 
“stocks” virales. 

 

              C 

Para realizar infecciones de células de  insecto de 

manera controlada es necesario conocer el potencial 

infeccioso del “stock” viral. El parámetro 

“multiplicidad de la infección” (MDI) se define como el 

número promedio de unidades formadoras de placas 

(ufp) o virus que infectan una célula de insecto con 

éxito (ufp/cel). Así, si un cultivo es infectado con una 

multiplicidad de infección 3 quiere decir que cada 

célula recibe como promedio tres virus. Para analizar el 

título del “stock” de trabajo se realizó un ensayo en 

placa  que consistió en inocular monocapas de células 

previamente sembradas en pocillos, con diluciones 

seriadas del stock. Se practicaron infecciones con las di-  

luciones, dejándolas progresar alrededor de 45 horas y se cuantificaron los focos infecciosos 

mediante un inmunoensayo que detecta la proteína gp64 dela pared del virus. El inmunoensayo 
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reveló núcleos de color azul en las monocapas ensayadas y su número se cuantificó utilizando el 

microscopio óptico (Figura 13). El título del “stock” se calculó mediante la cuantificación de los 

núcleos de infección y utilizando la fórmula (apartado 5.4.3.):    

 

Título viral (ufp/mL) = nº promedio de focos por pocillo x factor de dilución x R 

Una vez conocido el título del “stock”, el volumen de inóculo requerido para llevar a cabo una 

infección se calcula mediante la fórmula: 

 

 
 

2.2.3. Caracterización de la cinética de expresión de Apaf-1 y optimización de la expresión 

en cultivo líquido de células de insecto 

 

Los resultados obtenidos a la hora de expresar una proteína con el sistema de expresión en 

baculovirus y células de insecto dependen fuertemente de una serie de variables. Manteniendo 

constantes los factores ambientales (temperatura, medio de cultivo, ausencia de humedad), 

número de pases celulares y la viabilidad celular en sus niveles óptimos, los dos parámetros que 

determinaron tanto el rendimiento como la funcionalidad de Apaf-1 fueron el tiempo de 

infección y la MDI. Ambos parámetros se caracterizaron conjuntamente realizando series de 

infecciones de 50 mL de cultivo líquido de células SF9. Se infectaron los cultivos con distintos 

inóculos virales y se recogieron las células a distintos tiempos de expresión. Las células se 

lisaron y se separaron las fracciones soluble y membranosa mediante centrifugación.  Las 

fracciones se analizaron mediante Western blot utilizando un anticuerpo que reconoce Apaf-1 y 

se densitometraron las bandas para cuantificar la presencia de proteína. Alícuotas de las 

fracciones se analizaron utilizando el ensayo de activación de PC9 in vitro y se detectó actividad 

en algunas de ellas. Atendiendo a la funcionalidad de la proteína, en las condiciones de nuestro 

laboratorio, las MDI que resultaron mas adecuadas fueron 1-3 en combinación con tiempos de 

expresión de aproximadamente 40 horas (Figura 15). MDIs entre 5-10 dieron como resultado 

proteínas cuya actividad in vitro no fue la esperada, a pesar de representar una producción 

mayor de proteína. 

Inóculo requerido (mL) = 
MDI deseada (ufp/cel) x (número total de células) 

Título del inóculo viral (ufp/ml)
Inóculo requerido (mL) = 
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Figura 13. Inmunolocalización de núcleos de infección baculovirales sobre un cultivo de células 
SF9 para la determinación del título de un “stock” viral. Células fotografiadas con un microscopio 
invertido DIAPHOT-TMD, Nikon, con el objetivo de 20 aumentos.  A la derecha de las micrografías se 
muestra el orden de dilución utilizado en el inmunoensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Células SF9 en cultivo creciendo en fase exponencial. (A) y a las 40 horas de la 
infección (B) A medida que progresa la infección aparecen signos de citopaticidad como el 
engrosamiento del núcleo, aumento del diámetro celular, pérdida de viabilidad y en el caso de las 
células creciendo en monocapa, pérdida de adherencia. Las células fueron fotografiadas con un 
microscopio ECLIPSE E800, Nikon, con contraste de fases y objetivo de 40 aumentos. 
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Figura 15. Evolución de la 
expresión de Apaf-1 en 
cultivo de células de insecto 
en función del tiempo de 
expresión y  la MDI. 
Densitometrado de las bandas 
resultantes del análisis 
Western blot de las fracciones 
soluble y membranosa. SN: 
sobrenadante, P: pellet, D.O.: 
densidad óptica. 

 

 

En líneas generales, fijando la MDI en un valor entre 1 y 3, el rendimiento total de proteína 

aumentaba linealmente con el tiempo. Durante las primeras fases de expresión la cantidad de 

proteína soluble aumentaba con el tiempo de expresión, pero a tiempos largos la proteína se 

expresaba muy abundantemente precipitando en cuerpos de inclusión (Figura 16). La 

degradación de la proteína y la pérdida de actividad también aumentaron proporcionalmente al 

tiempo de expresión (Figura 15).  

En relación a la actividad de la proteína purificada, con células SF9, solo se obtuvo proteína 

activa, capaz de procesar PC9 de forma dependiente de Cit c a tiempos de expresión inferiores a 

40 horas. La reconstitución de apoptosomas in vitro utilizando Apaf-1 expresado entre 40-50 

horas no requería la adición de Cit c para procesar PC9.  Además la proteína Apaf-1 expresada 

en estas condiciones era menos activa que la proteína obtenida a tiempos de infección menores 

de 40 horas. A igual cantidad de proteína ensayada la preparación de Apaf obtenida a tiempos 

inferiores era capaz de inducir el procesamiento del 100% de la PC9 añadida a la reacción, en 

contraste con lo que ocurría con la proteína obtenida a tiempos largos (Figura 16). Esto se 

correlacionó más tarde mediante filtración en gel y Western blot de las fracciones con 

oligomerización de Apaf-1 en el interior de las células de insecto y con pérdida de actividad de 

esos oligómeros. Por lo tanto para obtener Apaf-1 soluble, activa, dependiente de Cit c y en 

cantidades suficientes para realizar ensayos funcionales, se recogieron las células dentro de un 

intervalo tiempos de expresión óptimo y en combinación con MDIs de 1-3. El tiempo de 

infección óptimo y en general la dinámica de la infección y la expresión mostraron una fuerte 
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dependencia de la línea celular utilizada, incluso de la colección o lote de células particular 

dentro de una misma línea. La ventana de expresión a la que se colectaban las células para 

purificar Apaf-1, resultó ser de aproximadamente 36-40 horas para las células SF9-C, 21-24 

horas para SF9-OB, 40-45 horas para SF21 de Invitrogen y 36-38 horas para SF9-HF. A 

tiempos más largos de los mencionados se obtenía Apaf-1 no dependiente de Cit c para activar 

PC9 y a tiempos de expresión superiores, se purificaba proteína inactiva. Multiplicidades de 

infección superiores a 5 mostraron un mayor rendimiento total de proteína, pero se observó una 

aceleración en los procesos de agregación y degradación, estrechándose o desapareciendo la 

ventana de expresión de obtención de Apaf-1 activo y monomérico.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 16. Cinética de expresión de Apaf-1. Relación entre el tiempo de expresión, el rendimiento, la degradación 
y la funcionalidad de Apaf-1 expresado en células SF9 (Clontech). 
 

           A       B        C 

 
Figura 17. Cinética de degradación de Apaf-1. 
SDS-PAGE 10% de 1 µg de Apaf-1 purificada en 
columnas de níquel agarosa y teñido con azul 
Coomassie. Apaf-1 expresada utilizando células SF9 
(Clontech) y purificada a las 40 (A), 50 (B), 70 (C) 
horas desde la infección. 
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Figura 18. Comparación del requerimiento de Cit c para procesar PC9 en el ensayo de 
reconstitución de apoptosomas utilizando Apaf-1 obtenido a distintos tiempos de infección. (A) 
Células SF9-OB (B) Células SF9-C. Los tiempos óptimos de lisado de los cultivos fueron de 24 y 40 
horas para las células analizadas en A y en B, respectivamente. Para los ensayos se utilizaron 200 ng de 
Apaf-1 purificado en columnas de níquel agarosa. MDI: 3. 

 

2.2.4. Purificación de Apaf -1 

 

Los lisados celulares se sometieron a purificación mediante cromatografía de intercambio 

iónico en columnas de níquel agarosa según se explica en el apartado (5.6.1.2.). La identidad de 

la proteína se confirmó mediante Western blot utilizando un anticuerpo comercial policlonal 

dirigido contra el fragmento N-terminal de Apaf-1. Igualmente se realizó Western blot con un 

anticuerpo policlonal dirigido contra el fragmento C-terminal de Apaf-1 (apartado 5.6.2.). Las 

dos bandas copurificadas Apaf-1 fueron reconocidas por este anticuerpo, lo que podría indicar 

que se tratase de dos fragmentos producidos en un primer estadío de degradación. 

 

Figura 19. Purificación de la proteína Apaf-1. (A) 
(1-2) SDS-PAGE de un extracto citoplasmático de 
células de insecto infectadas. (1) Fracción soluble del 
lisado total, (2) fracción membranosa, (3-5) lavados, 
(6-8) tres volúmenes de eluido con imidazol 250 mM 
consecutivos y equivalentes al volumen de la columna. 
(B) SDS-PAGE 12% de 1 µg de Apaf-1 purificada en 
columnas de níquel agarosa y teñido con azul 
Coomassie. (C) Western blot de Apaf-1 purificada en 
níquel agarosa (línea derecha) y BSA (línea izquierda) 
utilizando un anticuerpo que reconoce el dominio C-
terminal de Apaf-1. (D) Western blot de Apaf-1 
utilizando un anticuerpo dirigido contra el fragmento 
N-terminal de la proteína. La masa molecular de los 
patrones se muestra a la derecha del panel D. 
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2.3. Reconstitución de apoptosomas in vitro  

 

El ensayo de reconstitución de apoptosomas se basa en la incubación de los componentes 

fundamentales del apoptosoma expresados in vitro y purificados para inducir la oligomerización 

de Apaf-1 y posterior procesamiento y activación de PC9.  La incubación de Apaf-1 

recombinante, Cit c y ATP, ó dATP, junto con PC9, tiene como resultado el corte proteolítico 

de PC9 para dar lugar a las subunidades correspondientes a su doble heterodímero activo. El 

procesamiento de PC9 se monitoriza mediante marcaje radiactivo de PC9, resolución de las 

muestras en SDS-PAGE y autorradiografía. 

Para reconstituir apoptosomas in vitro, se reajustaron las condiciones del ensayo descritas en 

la literatura para adaptarlas a nuestras condiciones de laboratorio. Se hicieron titulaciones con la 

proteína Apaf-1 para establecer la cantidad mínima de proteína capaz de procesar el 100% de la 

caspasa disponible en una hora. En nuestras condiciones de laboratorio la cantidad de Apaf-1 

requerida para reproducir el ensayo fue de 100-200 ng, con pequeñas variaciones dependiendo 

de la preparación  de proteína (Figura 20). 

 

              A                                                          B 

                         

                 

        

              

Figura 20. Titulación de la cantidad de Apaf-1 y Cit c necesaria para activar PC9 en el ensayo. (A) 
Variación de la concentración de Apaf-1 en el ensayo de activación de PC9. Las reacciones 1-5 
contienen: 0, 30, 50, 100 y 200 ng de Apaf-1. Las concentraciónes de Cit c (30 ng) y PC9 (3µl) en las 
reacciones se mantuvieron constantes. (B) Variación de la concentración de Cit c en las reacciones de 
activación de PC9 conteniendo 200 ng de Apaf-1 y 3 µL PC9. La reacción 1 no contiene Cit c y las 
reacciones 2-8 contienen: 2, 5, 10, 20, 30, 60, 300 ng de Cit c. El volumen final de las reacciones fue de 
20 µL. 
 
 

La cantidad mínima de Cit c necesaria para inducir la oligomerización de Apaf-1 en estas 

condiciones fueron 30 ng. Excesos de Cit c no tenían efecto en el resultado final observado 

(Figura 20). Sin embargo, se observó que Apaf-1 activaba PC9 en ausencia de Cit c cuando 
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Apaf-1 se encontraba a altas concentraciones, por lo que posiblemente estuviese oligomerizando 

(Figura 21). En algunos casos, debido a las limitaciones de sensibilidad del método de 

cuantificación de proteínas utilizado, hubo que titular la preparación de Apaf-1 purificada 

ensayando diluciones seriadas y ajustando los volúmenes de trabajo dentro un segundo intervalo 

de dependencia de Cit c. La posibilidad de oligomerización de Apaf-1 en ausencia de Cit c no 

está descrita en la literatura, pudiendo tratarse de un fenómeno limitado a la proteína 

recombinante o tal vez se podría pensar en la existencia de niveles de regulación 

transcripcionales que indujesen una oligomerización de Apaf-1 independiente de Cit c. 

Contrariamente, las preparaciones de Apaf-1 obtenidas a tiempos de expresión superiores a los 

caracterizados para el intervalo de expresión óptimo, no presentaban dependencia de Cit c a 

ninguna concentración ensayada. En términos poblacionales se trataba de preparaciones de 

proteína con una alta proporción de moléculas de Apaf-1 independientes de Cit c para procesar 

caspasa y globalmente menos activos. La hipótesis de que se tratara de oligómeros de alto peso 

molecular se confirmó mediante experimentos de filtración en gel como se explica en el 

apartado 2.4. 

 

Figura 21. Titulación de Apaf-1 en ausencia de Cit c. Las 
reacciones se llevaron a cabo de forma estandar y se añadieron 
cantidades crecientes de Apaf-1 a las reacciones: (1) 200 ng, (2) 400 
ng, (3) 800 ng. 

 

 

Figura 22. Titulación de una preparación 
de Apaf-1. Reacciones de activación del 
procesamiento de PC9 in vitro utilizando 
diluciones seriadas de un “batch” de Apaf-1: 
(1-2) 50 ng Apaf-1, (3-4) 100 ng, 5-6: 200 
ng, (7-8) 400 ng. 

 

Las condiciones definidas como óptimas se pusieron en práctica para reconstituir la actividad 

del apoptosoma in vitro incubando Apaf-1, Cit c, PC9 transcrita y traducida in vitro y marcada 

radiactivamente, en tampón A (Hepes-KOH 20 mM pH 7.5, KCl 10 mM, MgCl2 1,25 mM, DTT 

0,1 mM, PMSF 0,1 mM) suplementado con dATP 0,1 mM (apartado 5.7.1.). La ausencia de 
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cualquiera de los componentes del apoptosoma en la reacción (Apaf-1, Cit c, ó ATP) resultó en 

la conservación de PC9 en su versión zimógeno (apartado 1.2.). Únicamente cuando todos los 

componentes del apoptosoma estaban presentes se observó autoprocesamiento mediante corte 

proteolítico de las formas de PC9 para dar lugar al doble heterodímero activo con las 

subunidades mayor (p35) y menor (p12). Como control negativo se utilizó Cit c de levadura, ya 

que no es capaz de activar el apoptosoma en este sistema (Kluck et al., 1997). El 100% de PC9 

se procesó en una hora a 30 ºC (Figuras 23, 24). Alternativamente, también se puede 

monitorizar el procesamiento del sustrato natural de PC9 activa, procaspasa 3 (PC3), cuando se 

añade a las reacciones transcrita y traducida in vitro y marcada radiactivamente. PC9 se añadía a 

estas reacciones expresada de la misma manera pero sin marcaje radiactivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Ensayo de activación de PC9. 200 ng Apaf-1, 30 ng Cit c, 3 µL PC9 transcrita y traducida 
in vitro y marcada radiactivamente, se incubaron durante 1h a 30 ºC en tampón A suplementado con  0,1 
mM dATP, 1 mM MgCl2. El volumen total de las reacciones fue de 20 µL. Tras la incubación las 
muestras se sometieron a SDS-PAGE 16% y se visualizaron mediante autorradiografía. H Cit c: Cit c de 
corazón de caballo. Y Cit c: Cit c de levadura 

 
 

Figura 24. Cinética de 
procesamiento de PC9. La totalidad 
de la forma zimógeno es procesada a 
la forma activa en 1 hora, 30 ºC. Las 
reacciones se pararon a los tiempos 
indicados mediante la adición de 5 µL 
de tampón 5X SDS. 
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Figura 25. Cinética de procesamiento de PC3. (1-3) Controles negativos en ausencia de Apaf-1 (1), 
Cit c (2),  PC9 (3).  (4-10) Reacciones conteniendo Apaf-1, Cit c, PC9, PC3 y dATP se dejaron 
progresar los tiempos indicados. La totalidad de PC3 se consumió en 1h para dar lugar a su forma activa. 

 
 

2.4. Análisis de Apaf 1 por FPLC y caracterización de su actividad en extractos celulares 

de mamífero 

 

 Tras el paso de purificación por cromatografía de intercambio iónico utilizando columnas 

de níquel agarosa, Apaf-1 fue sometido a un segundo paso de purificación por cromatografía de 

filtración en gel. La columna empleada en la filtración en gel resultó útil para resolver las 

formas monomérica y oligomérica de Apaf-1. La cromatografía se llevó a cabo según se 

explica en el apartado 5.6.1.2., tras lo cual se procedió al análisis de las fracciones mediante dos 

tipos de análisis. En primer lugar se realizó Western blot de las fracciones para detectar la 

presencia de Apaf-1. En segundo lugar, se combinaron pequeñas alícuotas de las fracciones 

obtenidas con extractos de células de mamífero 293 deficientes en Apaf-1: FT (Fearnhead et 

al., 1997). Para comprobar el potencial activador de caspasas de cada fracción se analizó la 

hidrólisis del sustrato fluorogénico de caspasa 3: Ac-DEVD-Afc. Como se explica en el 

apartado 5.7.2., el extracto FT, obtenido por fragmentación del extracto total, no contiene Apaf-

1, de manera que la actividad de la proteína recombinante es capaz de complementar esta 

actividad y es posible observar activación de PC3. Como se observa en la Figura 26,  tras la 

cromatografía, el perfil de elución de Apaf-1, mostró coincidencia entre los picos de actividad, 

absorbancia y la presencia de Apaf-1 por Western blot, pudiéndose confirmar la calidad del 

estado monomérico de Apaf-1 antes de ser sometido a tratamiento de oligomerización por  
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Figura 26.  Purificación de Apaf-1 mediante filtración en gel. (A) La proteína, previamente 
purificada mediante cromatografía de intercambio iónico, se inyectó en una columna Superosa 6. Se 
combinaron 4 µL de las fracciones con 5 µL de FT y 1 µL de ATP 10 mM. Las reacciones se incubaron 
30 min a 37 ºC tras lo cual se midió el consumo de Ac-DEVD-Afc por minuto. Apaf-1 fue expresado en 
células SF9-HF, a una densidad de 1.106 cels/mL durante 40 horas y a una MDI de 3. UFA/min: 
unidades de fluorescencia arbitrarias, UmA: unidades de miliabsorbancia. (B) Western blot de las 
fracciones impares obtenidas mediante filtración en gel utilizando un anticuerpo monoclonal Anti-Apaf-
1 (Alexis 18H2). Se indica la masa molecular de los patrones. 
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adición de Cit c externo en forma recombinante o presente en extractos. La proteína eluyó a un 

volumen de elución correspondiente a un peso molecular igual al esperado de ~140 kDa. En la 

Figura 27 se muestra el resultado del análisis de las fracciones obtenidas mediante SDS-PAGE y 

tinción con plata. 

En un experimento paralelo, en el que se utilizó Apaf-1 purificado a partir de células 

infectadas durante más de 40 horas, se encontró una población molecular heterogénea, donde la 

mayoría de la proteína correspondía a fracciones de alto peso molecular. El pico de actividad 

caspasa existente en esa mezcla antes de ser fraccionada correspondía a la fracción monomérica 

que representaba una pequeña proporción de la proteína total, de manera que a medida que la 

preparación de proteína formaba agregados de alto peso molecular, perdía actividad global. 

La cantidad mínima de Apaf-1 recombinante necesaria para activar un extracto se determinó 

mediante titulación por ensayo de diluciones seriadas de proteína (Figura 28, A). La 

funcionalidad de la proteína se comprobó además ensayando su capacidad de activación de 

caspasas utilizando extractos deficientes en Apaf-1 y Cit c. Los extractos FT-S derivan de 

extractos FT y contienen caspasas 9 y 3, pero se ha eliminado Cit c mediante cromatografía de 

intercambio iónico (apartado 5.7.2.1.). Se confirmó de nuevo el requerimiento de adición 

externa de Cit c y ATP para activar extractos FT-S vaciados de Cit c combinados con Apaf-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. SDS-PAGE 8 % de las fracciones obtenidas mediante filtración en gel. Las proteínas se 
visualizaron mediante tinción con plata. Las tres primeras carreras de la izquierda corresponden al lisado 
total eluido en el volumen vacío. A la izquierda se muestra la masa molecular de los patrones. 
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Figura 28. Caracterización de la actividad de Apaf-1 recombinante en extractos. (A) Titulación de 
la cantidad mínima necesaria para activar extractos FT. Se realizaron diluciones seriadas de una 
disolución de Apaf -1 recombinante (200 ng/µL) y se ensayaron en combinación con 5 µL de extracto 
FT y 1 mM ATP. (B) Ensayo de Apaf-1 recombinante con extractos FT-S deficientes en Cit c. Se 
combinó Apaf-1 con 5 µL de extracto FT-S, 1 mM ATP y 1 µM Cit c según se indica. Apaf-1 fue 
purificado mediante columnas de intercambio iónico (níquel-agarosa) y de filtración en gel.             
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3. Identificación de Moduladores del Apoptosoma  
 

 

Con el objetivo de identificar compuestos dirigidos a modular la activación de caspasas 

dependiente del apoptosoma, en el presente capítulo se analiza una doble estrategia; por un lado 

el uso de la química combinatoria y por otro, el diseño racional de estructuras peptídicas 

basadas en datos recientes respecto a la naturaleza de la interacción Cit c-Apaf-1. El ensayo de 

activación de caspasas puesto a punto en el apartado anterior, hizo posible tanto el análisis de la 

fuente de diversidad química disponible en nuestro laboratorio, como el estudio posterior del 

mecanismo molecular de la inhibición (capitulo 4).  

 

3.1. Quimica Combinatoria 

 

La utilización de quimiotecas combinatorias sintéticas ha supuesto la aplicación de una 

nueva y revolucionaria tecnología en el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos.  

Constantemente, en especial desde la secuenciación del genoma humano y el progreso de la 

proteómica, se están definiendo y validando nuevas dianas terapéuticas, con lo que la 

aceleración de los procesos de generación de nuevos compuestos e identificación de moléculas 

bioactivas es de gran interés.  

La química combinatoria posibilita la síntesis simultánea de un elevado número de 

moléculas que forman colecciones de compuestos (quimiotecas), tanto de péptidos como de 

moléculas orgánicas no peptídicas, consiguiendo una gran diversidad química.  

La química combinatoria comenzó con la síntesis y utilización de quimiotecas peptídicas 

iterativas en las que se intercalaban los procesos de síntesis en fase sólida y ensayo biológico 

(Houghten et al., 1991). Posteriormente la técnica se extendió con el uso de las quimiotecas en 

formato de rastreo posicional en las que, en cada mezcla, solo una de las posiciones del 

polímero está definida mientras que el resto se mantiene variable. En este caso, tras el ensayo de 

las mezclas o cribado, se determina la importancia de cada residuo en una posición particular, se 

sintetizan los compuestos definidos particulares y se demuestra su actividad biológica. En la 
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actualidad se han sintetizado mediante esta técnica muchas clases de quimiotecas, que incluyen 

quimiotecas de péptidos, peptidomiméticos y heterociclos..  

 

3.2. Quimioteca de pseudopéptidos   

 

Los pseudopéptidos o peptoides son una familia de oligómeros, no naturales, originalmente 

diseñados para su uso en programas de identificación de candidatos a fármacos mediante 

química combinatoria (Simon et al., 1992, Montoliu et al., 2002, García-Martínez et al., 2002). 

Entre las diferentes moléculas que pueden ser definidas como peptoides, cabe destacar los 

polímeros de N-alquilglicinas sustituidas. Estas moléculas representan algunas ventajas frente a 

los péptidos, ya que poseen mejores propiedades farmacocinéticas, son más resistentes a 

proteasas, presentan una mejor absorción y al presentar la cadena lateral en el nitrógeno y no en 

el carbono α, presentan mayor flexibilidad conformacional (Miller et al., 1994, Wang et al., 

1999).  

La quimioteca de pseudopéptidos fue sintetizada en formato de rastreo posicional utilizando 

metodología en fase sólida en el laboratorio del Profesor Àngel Messeguer (Departament de 

Química Orgànica Biológica, IIQAB-CSIC, Barcelona) (Humet et al., 2003). Los 

pseudopéptidos definidos derivados de su deconvolución, así como los distintos análogos 

bioactivos, fueron sintetizados por la Dra. Isabel Massip (miembro del mismo laboratorio). El 

esqueleto pseudopeptídico de los trímeros de alquilglicinas que componen la quimioteca se 

muestra en la Figura 29. R1, R2 y R3 representan las aminas utilizadas como fuente de diversidad 

química. Inicialmente, en la síntesis de la quimioteca se utilizaron 20 aminas comerciales, 

quedando representados una amplia variedad de grupos químicos en ellas (Figura 30). 

Posteriormente se redujo la diversidad de la quimioteca original (Massip et al., resultados 

pendientes de publicación) para generar una nueva versión de la quimioteca menos redundante 

químicamente. La quimioteca consiste en 52 mezclas controladas y se organiza en tres 

subquimiotecas  atendiendo a la posición que está definida en el trímero. Así, las mezclas 1 a 20 

(O1XX) contienen como posiciones definidas una de las 20 aminas seleccionadas 

comercialmente disponibles en la primera posición, mientras que las posiciones X (posiciones 

variables) contienen un grupo de 16 aminas primarias. Las mezclas 21 a 36 (XO2X) y 37 a 52 
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(XXO3) contienen una posición definida correspondiente a una de las 16 aminas del grupo 

seleccionado (reducido). El total de compuestos en la quimioteca es de 5.120 (20 x 16 x 16). Las 

mezclas definidas que conforman cada subquimioteca se ensayaron como inhibidores del 

procesamiento de PC9 in vitro. 

 

 

 

 

 

 
 

          OXX-NH2: aminas 1- 20 
                   XOX-NH2: aminas 21- 36       
                 XXO-NH2: aminas 37- 52 
 

Figura 29. Estructura química de los pseudopéptidos de la quimioteca. R1, R2 y R3 representan las 
cadenas laterales de cualquiera de las aminas utilizadas en la síntesis. X: posición combinatorializada, 
O: posición definida. 
 
 

3.3. Cribado de la quimioteca de pseudopéptidos 

 

La quimioteca se ensayó con el objetivo de encontrar moléculas que inhibiesen el 

procesamiento de PC9 in vitro utilizando el ensayo de reconstitución de apoptosomas y se 

cuantificó el porcentaje de activación de PC9 como se explica en el apartado 5.11. Inicialmente, 

las 52 mezclas que constituyen la quimioteca se ensayaron a una concentración final de 0,8 mM. 

Utilizando esta concentración se observó una inhibición generalizada en un gran número de 

mezclas, por lo que hubo que reducir la concentración de las mezclas en el ensayo a 0,4 mM. La 

quimioteca se ensayó paralelamente y por duplicado con dos preparaciones de Apaf-1, 

expresadas y purificadas en distintas condiciones, una de los cuales mostraba requerimiento de 

Cit c para activar PC9 y la segunda activaba PC9 independiente de Cit c exógeno, por lo que no 

se adicionó Cit c en el ensayo en este caso (apartado 2.2.3.). Los resultados que se obtuvieron se 

representan en la Figura 31. 
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Figura 30. Representación y numeración de las aminas que componen las cadenas laterales de los 
pseudopéptidos. Se indica la posición que ocupan en el trímero cada una de las 20 aminas que 
componen las mezclas. Las aminas 6, 16, 19, y 21 se encontrarían únicamente en la primera posición 
de las mezclas 17, 18, 19, y 20. 
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Figura 31. Cribado de las mezclas controladas que 
componen la quimioteca de pseudopéptidos. La 
concentración final de las mismas en el ensayo fue de 0,4 
mM. Se representa el inverso del porcentaje de procesamiento 
de PC9 de cada una de las mezclas. Las barras grises 
representan los valores para las mezclas en que la amina está 
definida en la primera posición (1-20), las barras negras 
indican los valores relativos a las aminas de la segunda 
posición definida (21-36) y las blancas para la tercera (37-
52). (A) cribado realizado utilizando una preparación de 
Apaf-1 no dependiente de Cit c para activar PC9. Para el 
cribado mostrado en (B) se utilizó una preparación de Apaf-1 
que requería Cit c para la activación. (C) Actividad de las 
preparaciones de Apaf-1 utilizadas en los cribados de la 
quimioteca. En todos los casos las reacciones se llevaron a 
cabo a 30 ºC en tampón A. 

 
 
 
3.4. Dosis dependencia de las mezclas 
 
 

Con el objetivo de confirmar los resultados de la deconvolución y seleccionar las aminas 

más activas en cada posición, se estudió el grado de inhibición a distintas concentraciónes de la 

mezcla en el ensayo. Se seleccionaron aquellas mezclas que en los dos cribados de la 

quimioteca presentaron mayor actividad inhibidora en los ensayos. Estas mezclas fueron: 2, 12, 

14,16, 23, 34, 26, 27, 32, 48,  42 y 50. Se siguió el mismo esquema de reacción descrito 

anteriormente, con adición de Cit c exógeno y se analizó un intervalo de concentraciones en el 

ensayo entre 0,1 y 0,4 mM. Los resultados obtenidos con el ensayo de activación de PC9 in 

vitro, por duplicado, se muestran en la Figura 32 y en la Tabla 2.   

Se consideró como valor de IC50 aquella concentración de compuesto que producía un 50% 

de inhibición del procesamiento de PC9. 

 

 
Tabla 2. Valores de IC50 de las mezclas de pseudopéptidos. 

 

 

 

 

 

C

> 0.1>0.2> 0.4> 0.4> 0.2> 0.1> 0.4>0.4> 0.2> 0.1>0.2>0.4IC50  (mM)

50484234322726231614122Mezcla

> 0.1>0.2> 0.4> 0.4> 0.2> 0.1> 0.4>0.4> 0.2> 0.1>0.2>0.4IC50  (mM)

50484234322726231614122Mezcla

Cit c - +               - +

A B

Cit c - +               - +

A B
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Figura 32. SDS-PAGE y autorradiografía de reacciones de inhibición con algunas de las mezclas 
seleccionadas. La actividad inhibidora del procesamiento de PC9 de las mezclas se ensayó a una 
concentración final entre  0,1 y 0,4 mM.  

 

 

3.5. Pseudopéptidos definidos 

 

Para realizar la selección de las aminas que tenían que formar parte de los compuestos 

activos definidos, se atendió además de al criterio de actividad, al de la especificidad por lo que 

se eligieron las aminas que, en cada una de las tres posiciones del esqueleto pseudopeptídico 

presentaran una mayor actividad y selectividad frente a su diana. Estas aminas fueron: 

2,4-Diclorofenetilamina (A15, mezcla 12) y 3,3-Difenilpropilamina para la primera posición 

(A20, mezcla 14). 3,3-Difenilpropilamina para la segunda posición (A20, mezcla 34). 2,4-

Diclorofenetilamina (A15, mezcla 48) y 3,3-Difenilpropilamina para la tercera posición (A20, 
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mecla 50). Las aminas A9 y A37, aunque menos activas que las aminas A15 y A20, también 

mostraron cierta actividad inhibidora, por lo que además se sintetizaron pseudopéptidos que 

contenían las aminas A15 y/o A20 en combinación con las aminas A9 y A37: 2-(2-

Piridil)etilamina (A9), y 4-fluorofenetilamina (A37). De la combinación de estas aminas entre sí 

se sintetizó una familia de 7 pseudopéptidos de secuencia definida con las aminas en cada una 

de las tres posiciones del trímero, seleccionadas con el ensayo biológico. Las estructuras de los 

pseudopéptidos definidos se muestran en la Figura 33.  

Con el ensayo de activación de PC9 y manteniendo las condiciones del ensayo inicial,  se 

ensayaron los siete pseudopéptidos definidos. No se observó actividad inhibidora de los 

pseudopéptidos N-37-15-20-C, N-15-9-20-C y N-15-9-15-C a concentraciones de 50 µM o 

menor. Los cuatro pseudopéptidos N-20-20-20-C, N-15-20-20-C, N-20-20-15-C, N-15-20-15-C 

inhibían el procesamiento de PC9 de forma dosis dependiente a una concentración en el ensayo 

entre 20 µM y 100 µM (Figura 34). A concentraciones superiores a 100 µM (200 µM) la 

inhibición dejaba de observarse en el caso de algunos pseudopépidos, posiblemente debido a la 

formación de agregados. A modo de control negativo también se ensayaron otros 

pseudopéptidos definidos disponibles en nuestro laboratorio, tales como el N-11-13-15-C, los 

cuales no mostraron actividad inhibidora a las concentraciones ensayadas (Figura 34). 

 

 

Tabla 3. Valores de las IC50 (µM) de los pseudopéptidos de secuencia definida que se identificaron en el 
cribado de la quimioteca. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

N-15-9-15-CN-15-9-20-CN-37-15-20-CN-20-20-20-CN-20-20-15-CN-15-20-20-CN-15-20-15-CPseudopéptido

> 50 µM> 50 µM> 50 µM< 20 µM< 20 µM< 20 µM< 20 µMIC50 (µM)

N-15-9-15-CN-15-9-20-CN-37-15-20-CN-20-20-20-CN-20-20-15-CN-15-20-20-CN-15-20-15-CPseudopéptido

> 50 µM> 50 µM> 50 µM< 20 µM< 20 µM< 20 µM< 20 µMIC50 (µM)
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Figura 33. Representación de la estructura química de los 7 pseudopéptidos que se definen a partir 
de la deconvolución de la quimioteca. 
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Figura 34. Titulación de la actividad del 
pseudopéptido N-20-20-15-C utilizando el 
ensayo de activación de PC9. (1) Control 
negativo de actividad en ausencia de Apaf-1. (2) 
Control positivo de actividad en presencia de 
Apaf-1 y Cit c. (3) Control negativo en ausencia 
de Cit c. (4-8) Pseudopéptido ensayado a 
distintas concentraciones (0,6, 6, 20, 40, 200 
µM) en tampón A, 30 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 35. Test de especificidad. Ensayos de inhibición del pseudopéptido N-11-13-15-C. (1) 
Control negativo en ausencia de Apaf-1. (2) Control negativo en ausencia de Cit c. (3) Control positivo 
en presencia de Apaf-1 y Cit c. (4) Control positivo con 6.8% DMSO (igual a la concentración de 
DMSO máxima utilizada en reacción 7). (5-7) Reacciones en las que Apaf-1 se preincuba con distintas 
cantidades de pseudopéptido N-11-13-15-C (20, 40, 70 µM). (8) Pseudopéptido N-20-20-20-C 
ensayado a 20 µM. Las reacciones se llevaron a 30 º C en tampón A. 

 
 

Durante los ensayos de caracterización de los pseudopéptidos definidos se encontró falta de 

reproducibilidad entre las distintas alícuotas de un mismo pseudopéptido ensayadas y problemas 

a la hora de disolver algunas preparaciones. En concreto, se observaron variaciones en la 

cantidad de DMSO requerida para reproducir su actividad y en ocasiones ausencia la actividad 

inhibidora. Estas observaciones junto con la pérdida de actividad a alta concentración y teniendo 

en cuenta la alta hidrofobicidad intrínseca de los compuestos seleccionados, condujeron a 

pensar en la posibilidad de que los compuestos tuviesen tendencia a la autoagregación. 

 

 

 

 

1       2        3      4              5       6      7         81       2        3      4              5       6      7         8

1       2      3               4       5       6       7      81       2      3               4       5       6       7      8

N H
N

N

O

N H 2

O

OO

C lC l

OH 3C

N-11-13-15-C

N HN H
N

N

O

N H 2N H 2

O

OO

C lC lC lC l

OH 3COH 3C

N-11-13-15-C



  Identificación de moduladores del apoptosoma 
 

 - 55 – 

3.6. Estudio de la agregación de los peptoides mediante espectroscopia de fluorescencia 

 

El análisis de la posible autoagregación de los peptoides en disolución acuosa se llevó a cabo 

mediante espectroscopia de fluorescencia. Se utilizó la sonda fluorescente 1,6-difenil-1,3,5-

hexatrieno (DPH), que en medios polares, en disolución acuosa, presenta un rendimiento 

cuántico muy bajo y por tanto poca emisión de fluorescencia. En cambio, en medios 

hidrofóbicos cuando el fluoróforo no es accesible al agua, el rendimiento cuántico aumenta y 

con él la emisión fluorescente a 430 nm cuando se excita a 380 nm (Zhang et al., 1996). 

Disoluciones 5 µM de DPH se titularon con concentraciones crecientes de pseudopéptido en 

tampón MOPS-NaOH 5 mM pH 7,0 con el objetivo de analizar la formación de complejos 

formados por moléculas de peptoide y calcular su concentración micelar crítica o CMC 

(apartado 5.10). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 36. Se observó un 

incremento en la emisión fluorescente, indicando la incorporación de la sonda al interior 

hidrofóbico de complejos formados por los pseudopéptidos. Estos resultados aunque no 

permitieron definir una CMC, sugieren que la pérdida de inhibición de los pseudopéptidos a 

concentraciones de 200 µM podría correlacionar con una posible formación de agregados 

macromoleculares a altas concentraciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Análisis mediante espectroscopia de fluorescencia de la formación de complejos de 
pseudopéptido  20-20-15. Intensidad de la emisión de la fluoresncencia de la sonda DPH (5 µM) a 426 
nm tras ser excitada a 380 nm en presencia de distintas concentraciones de pseudopéptido. 

0

50

100

150

200

250

300

0 5 10 15 20 25 30 35 40

IF 426 nm

[Peptoide 20-20-15] (µM)
0

50

100

150

200

250

300

0 5 10 15 20 25 30 35 40

IF 426 nm

[Peptoide 20-20-15] (µM)



Identificación de moduladores del apoptosma 
 

 - 56 - 

3.7. Síntesis de análogos del pseudopéptido N-15-20-15-C 

 

Para evitar las dificultades mencionadas en apartados previos y hacer compatible el estudio 

de los compuestos con los ensayos in vitro e in vivo (los cuales presentan restricciones respecto 

a las concentraciones de DMSO admitidas), resultó necesario mejorar las propiedades de 

solubilidad de los compuestos. Por otro lado, debido a la naturaleza hidrofóbica del 

pseudopéptido, se podían anticipar problemas de permeabilización de membrana  en ensayos 

celulares, por lo que este hecho, unido a la necesidad de mejora en la solubilidad de los 

compuestos hizo que se pensase en la síntesis de análogos de los pseudopéptidos originales, en 

concreto del pseudopéptido N-15-20-15-C, con el que se habían obtenido mejores resultados. 

Experiencia previa de nuestro laboratorio en el diseño de péptidos bioactivos (Gonzalez-

Navarro et al., 2000, Pastor et al., 2002) indicaba que la presencia de cadenas laterales con 

carga positiva con una glicina espaciadora en el extremo N-terminal o C-terminal de un péptido 

incrementaba la solubilidad general del compuesto sin afectar a la conformación estructural o 

las propiedades biológicas. Además, la utilización de unidades benzil más una amina cargada 

unidos a un hexapéptido bioactivo había incrementado tanto las propiedades de solubilidad 

como las propiedades de permeabilización de membrana (Pérez-Payá et al., 2003). Con estos 

antecedentes se sintetizaron los peptoides 1a y 1b, los cuales presentaban dos residuos 

adicionales de N-alquilglicina; uno con carga positiva a pH fisiológico y otro consistente en un 

residuo de benceno  (Figura 37, A, B). Los residuos adicionales de los pseudopéptidos 1a y 1b, 

se encontraban situados en el extremo C-terminal o N-terminal del trímero original 

respectivamente, con el objetivo de estudiar si la posición de los residuos afectaba a la actividad 

del compuesto. 

El tetrapeptoide 1d se sintetizó con el objetivo de analizar si la eliminación de un residuo de 

diclorofeniletililamina en el pseudopéptido 1a daba como resultado un pseudopéptido menos 

activo para la inhibición del procesamiento de PC9 (Figura 37, C). 
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       A      B 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 37. Estructura química de los 
pseudopéptidos 1a (N-10-22-15-20-15-C), 
1b (N-15-20-15-10-22-C) y del 
pseudopéptido 1d  (N-10-22-15-20C). 
. 

 

 

3.8. Determinación de la IC50 

 

Los análogos de los pseudopéptidos originales sintetizados, 1a, 1b y 1d,  presentaron una 

actividad dependiente de la dosis ensayada. En general no se observaron diferencias o falta de 

reproducibilidad entre distintas preparaciones, comprobándose una mayor solubilidad de los 

compuestos. Para determinar la concentración de molécula inhibidora que produce un 50% de la 

inhibición de la actividad enzimática en estudio, se procedió al ensayo de los compuestos 

utilizando diluciones seriadas del inhibidor a una concentración final en el ensayo entre 2 y 100 

µM. Se obtuvieron valores de IC50 en torno a 20 µM tanto para el peptoide 1a como para el 

peptoide 1b. Estos resultados indicaron que la posición de los dos residuos adicionales de 

alquilglicina (en N-terminal o C-terminal) no afecta a la actividad inhibidora del peptoide. Sin 

embargo se observó una disminución de la actividad inhibidora en el caso del peptoide 1d, 

poniendo de manifiesto que el segundo grupo de diclorofenetilamina es importante para la 

actividad. 
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Figura 38. Titulación de la actividad de los pseudopéptidos 1a, 1b y 1d utilizando el ensayo de 
activación de PC9 in vitro. Los pseudopéptidos y Apaf-1 se incubaron a 30 ºC, 30 min, a continuación 
se adicionaron PC9 y Cit c y se dejaron progresar las reacciones 1 hora. Las concentraciones utilizadas 
de pseudopéptidos 1a, 1b y 1d en el ensayo fueron: 2, 5, 10, 20, 50, 100 µM (3-8). (1) Control negativo 
en ausencia de Cit c. (2) Control positivo. Ambos controles se preincubaron 30 ºC, 30 min en tampón 
A. 
 
 

 

3.9. Pseudopéptidos análogos para utilización en estudios in vivo TJa, TAT, PEN y Cyc. 

 

El acceso de moléculas exógenas al interior celular depende fuertemente de sus propiedades 

de solubilidad. La molécula debe ser suficientemente polar para poder disolverse en los fluidos 

biológicos, pero relativamente apolar para poder atravesar la membrana plasmática con 

eficiencia. Se ha demostrado que determinados dominios proteicos de pequeño tamaño son 

capaces de atravesar las membranas biológicas de manera eficiente e independiente de proteínas 

transportadoras o receptores específicos, y que pueden transportar péptidos y proteínas que se 
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encuentren unidos covalentemente al interior de las células (Joliot et al., 2004, Morris et al., 

2001). Entre los dominios mas utilizados para transportar péptidos a través de la membrana 

plasmática se encuentran la proteína TAT (RKKRRQRRR) del virus de la inmunodeficiencia 

humana VIH-1 (Frankel et al., 1988, Green et al., 1988), la tercera hélice α del homeodominio 

de Antennapedia  o sus derivados como penetratina (RQIKIWFQNRRMKWKK) (Joliot et al., 

1991) y la proteína V22 del virus herpes simplex (Elliott et al., 1997). Además de péptidos 

naturales, se han diseñado una amplia variedad de secuencias transportadoras artificiales 

basadas en los residuos de lisina y arginina de la secuencia del péptido TAT (Wender et al., 

2000, Futaki et al., 2001, Umezawa et al., 2002, Peretto et al., 2003, Mitchell et al., 2003). En 

concreto se han encontrado homologías estructurales entre el domnio TAT y homopolímeros de 

aminoácidos básicos como poliarginina o polilisina, entre otros, que además han resultado ser 

útiles en el transporte de moléculas a través de la membrana plasmática. Por otro lado, el diseño 

de análogos pseudopeptídicos de los homopolímeros peptídicos se ha desarrollado con éxito. 

Los peptoides transportadores conservan el espaciamiento 1,4 del esqueleto de oligoglicina, 

contienen cadenas laterales similares a arginina en el nitrógeno amida y resultan especialmente 

resistentes a proteasas (Pardridge et al., 2002).  

Para disminuir la capacidad de autoagregación y por tanto pérdida de actividad del 

compuesto y además aumentar las propiedades de permeabilidad de membrana de los 

pseudopéptidos 1a y 1b, se diseñó el pseudopéptido TJa (Figura 39). Se fusionó la estructura de 

N-15-20-15-C a pseudopéptidos policatiónicos (análogos de péptidos polibásicos). Su estructura 

aporta un segmento consistente en una serie de residuos de aminas con carga positiva y residuos 

hidrofóbicos. La función de estos residuos es la de servir como elemento que permita la 

internalización de la molécula en las células y además, al tratarse de un grupo de naturaleza 

pseudopeptídica, reducir la sensibilidad a proteasas respecto a los carriers peptídicos. Asimismo 

se sintetizaron análogos del peptoide 1a fusionados a las secuencias de trasducción al interior 

celular, penetratina y TAT, cuya capacidad de internalizar péptidos en células es conocida. 

También se sintetizó una versión del peptoide 1a ciclado, el cual presenta mayor rigidez 

conformacional. Este grupo de compuestos se sintetizaron con el objetivo de estudiar su 

potencial como agente protector de la apoptosis en estudios in vivo y se estudiarán en apartados 

posteriores (apartado 4.10.). 
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 Figura 39. Estructura química del pseudopéptido 
TJa: N-R+-Hfb-Hfb-Hfb-R+-R+-15-20-15-C (A) y el 
pseudopéptido Cyc (B).  

 
 
 
3.10. Efecto del tiempo preincubación sobre la inhibición 

 

Se observó que para que la inhibición tuviese lugar, era necesario realizar una preincubación 

previa de Apaf-1 con los pseudopéptidos en tampón A de alrededor de 10 min a la temperatura 

del ensayo (figura 40). Este hecho se interpretó como un indicio de posible interacción física 

entre Apaf-1 y los pseudopéptidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Efecto del tiempo de preincubación de Apaf-1 con el pseudopéptido 1a sobre la 
inhibición del procesamiento de PC9. Apaf-1 fue preincubado con el  peptoide 1a 50 µM a 30 ºC 
durante los tiempos indicados, en un volumen de 16 µL, tras lo cual se añadieron Cit c y PC9 hasta 
completar 20 µL. Las reacciones se dejaron progresar a 30 ºC durante 1 hora. Los controles (-, +) se 
preincubaron 30 ºC, 30 min en ausencia de pseudopéptido. No se adicionó Cit c al control negativo. 
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Hasta el momento, se podía pensar en cualquiera de las proteínas presentes en el ensayo 

como diana de los pseudopéptidos; Apaf-1, las caspasas e incluso, no se podía descartar que la 

inhibición tuviese lugar afectando a la actividad del apoptosoma de manera indirecta a través de 

alguna de las proteínas del lisado de reticulocitos presentes en la alícuota de PC9 y no 

eliminadas tras su síntesis. 

 

3.11. Otros cribados 

 

Además de la quimioteca de pseudopéptidos se cribaron dos quimiotecas de naturaleza 

peptídica, diseñadas y sintetizadas en nuestro laboratorio. Se trata de quimiotecas 

conformacionalmente definidas (QCD) en hélice-α (Blanes-Mira et al., 2003) y horquilla β 

(Gonzalez-Navarro et al., 2000, Pastor et al., 2002,)  que se caracterizan por estar construidas 

sobre un esqueleto o andamio estructural, el cual presenta un alto porcentaje de población de 

moléculas estructuradas. La caracterización estructural de las quimiotecas QCD se ha llevado a 

cabo mediante técnicas dicroísmo circular. 
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Figura 41. Representación esquemática de los esqueletos 
estructurales sobre los que se construyen las quimiotecas 
conformacionalmente definidas en hélice-α y horquilla β. 
Ambas quimiotecas están compuestas por péptidos que contienen 
cuatro posiciones combinatorializadas (marcadas con X). 
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La estructura del apoptosoma se ha resuelto a nivel de 27Å por crio-microscopia electrónica 

(Acehan et al., 2002). Mediante esta técnica y estudios de modelización molecular se ha 

propuesto un modelo estructural del apoptosoma en 3D en el que siete moléculas de Apaf y de 

Cit c se organizan en una estructura en forma de rueda de siete ejes. Cit c (estructura α-

helicoidal) se situaría rodeado por los dominios WD40 (motivos con estructura en hoja ß) de 

Apaf-1 interaccionando a través de una superficie extensa. Las quimiotecas QCD han sido 

utilizadas previamente en la modulación de procesos de reconocimiento molecular que 

implicaban la interacción de superficies entre proteínas (Gonzalez-Navarro et al., 2000, Mas et 

al., 2002, Blanes-Mira et al., 2003).  

La quimioteca conformacionalmente definida en horquilla β se cribó con el objetivo de 

encontrar inhibidores de la formación del apoptosoma utilizando el mismo esquema de ensayo 

utilizado para la quimioteca de pseudopéptidos. Los resultados obtenidos a partir del cribado de 

la quimioteca a una concentración de 0,5 mg/mL mostraron inhibiciones en el caso de algunas 

mezclas pero no se observó reproducibilidad en los resultados. La concentración de ensayo de 

esta quimioteca quedó limitada por la concentración inicial de las mezclas, junto con la 

concentración de DMSO y el volumen de mezcla máximos que admitía en el ensayo. 

La quimioteca de helices-α se cribó con el objetivo de encontrar péptidos capaces de inducir 

la activación de PC9 independientes de Cit c en el ensayo. El esquema de reacción consistió en 

la preincubación de las mezclas a 2 mg/mL con Apaf-1 y posterior adición de PC9 y ATP, pero 

no Cit c. No se encontraron actividades miméticas de Cit c inductoras de la formación del 

apoptosoma en las condiciones ensayadas.  

 

 

3.12. Diseño racional de moduladores: péptidos derivados de Cit c 

 

Cit c es una proteína muy utilizada en las comparaciones evolutivas ya que se encuentra en 

la cadena de transporte electrónico de todos los organismos aeróbicos. Su secuencia primaria en 

la mayoría de las especies se encuentra altamente conservada a pesar de las diferencias 

evolutivas. Tal es el caso de los citocromos de levadura y humano: de un total de 104 residuos, 

49 son idénticos entre ambas especies. A lo largo de la evolución,  en el paso de un organismo 
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unicelular a un metazoo más complejo, algunas proteínas han adquirido funciones múltiples y 

participan en rutas metabólicas distintas. Entre los ejemplos de adquisición de nuevas funciones 

de algunas proteínas se encuentra la de regulador apoptótico de Cit de mamíferos. Esa 

divergencia adquirida, alberga una de las claves de las diferencias funcionales entre los 

citocromos de levadura y mamíferos. Así, Cit c de levadura no es capaz de unirse a Apaf-1 e 

iniciar la activación de caspasas in vitro. Este hecho llevó al grupo de investigación del Dr. 

McLendon a estudiar las diferencias entre los Cit c de caballo (HCc) y levadura (YCc) para 

caracterizar el epítopo de reconocimiento de Cit c por Apaf-1. Realizaron un estudio mutacional 

utilizando dos colecciones de mutantes de Cit c complementarias y su análisis mediante 

reacciones de reconstitución de apoptosomas in vitro. Por un lado residuos de HCc fueron 

sustituidos por los residuos equivalentes en la secuencia de levadura. Estas mutaciones 

correlacionaban con una pérdida de capacidad de unión a Apaf-1 y de activación de caspasas. 

Alternativamente la sustitución de residuos de YCc por sus equivalentes en caballo, resultaron 

en la ganancia de actividad inductora de apoptosis en los mutantes de levadura. Los residuos 

más importantes implicados en la unión a Apaf-1 resultaron ser las lisinas 7, 25, 39, 72 y el 

fragmento 62-65 de la secuencia primaria de HCc. También resultaron especialmente relevantes 

para la actividad la eliminación de los 5 residuos N-terminales de YCc, así como algunas 

modificaciones postraduccionales como la lisina trimetilada en posición 72 (Kluck et al., 2000, 

Yu et al., 2001). 

Una estrategia común en el diseño de inhibidores de interacciones proteína-proteína una vez 

conocido el sitio de unión, es la utilización de péptidos que contengan los residuos esenciales 

del epítopo de unión (Cochran et al., 2000, Zutshi et al., 1998). Tomando como punto de partida 

las investigaciones publicadas, en nuestro laboratorio se sintetizaron tres péptidos en fase sólida 

mediante química FMOC, que contenían los 7 residuos descritos en este trabajo como 

determinantes para el reconocimiento y unión de Cit c a Apaf-1. Los péptidos comprendían las 

regiones de la secuencia primaria de HCc: 1-13, 23-40 y 58-75 y se representan en la Figura 42.  

Además, en el laboratorio del Dr. Jordi Bujons (Departament de Química Orgànica 

Biológica, IIQAB-CSIC, Barcelona) se sintetizó un péptido de 27 aminoácidos derivado de YCc 

que conserva unido el grupo prostético de hemo c presente en el citocromo. Este hemopéptido, 

sintetizado por Noemí Marina (miembro del citado laboratorio), se obtuvo a partir de la 
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expresión en bacterias (Pollock et al., 1998) y posterior procesado de un mutante de YCc que 

contenía las siguientes mutaciones: YCc (D-5→ -1 / A7K / P25K / K27M / TML72K / C102T). 

La deleción de los 5 residuos N-terminales y la introducción de dos residuos de lisina en las 

posiciones 7 y  25 asemejarían el péptido a la secuencia equina. La sustitución de la lisina 27 

por metionina se introdujo para realizar posteriormente un tratamiento de degradación del 

citocromo con bromuro de cianógeno a ese nivel y así permitir la purificación del 

correspondiente fragmento N-terminal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Péptidos derivados de Cit c sintetizados. Se representa la secuencia primaria de los 
péptidos y se indica en color amarillo la región en la estructura de Cit c a la que corresponden. Los 
residuos coloreados en rojo representan aminoácidos que constituyen el epítopo de reconocimiento de 
Cit c por Apaf-1 y por tanto relevantes para la unión de ambas proteínas. Los péptidos Cit a1, Cit a2 y 
Cit a3 corresponden a los aminoácidos 1-13, 23-40 y 58-75, respectivamente, de la secuencia primaria 
HCc. HHSl: homoserinlactona. 
 
 

 

Se abordó la exploración de las diferentes estructuras peptídicas basadas en las estructuras de 

HCc y YCc, con objeto de obtener moléculas de menor tamaño capaces de inhibir o promover la 
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activación de caspasas dependiente del apoptosoma. 

Se esperaba que si la interacción tuviese lugar, pudieran darse dos posibilidades: que por un 

lado, dado el menor tamaño de estos fragmentos y el carácter parcial de esta interacción, dichas 

moléculas no fuesen capaces de provocar el cambio conformacional en Apaf-1 que desemboca 

en la formación del apoptosoma, pero que perturbasen la interacción con Cit c y potencialmente 

actuasen como inhibidores competitivos del apoptosoma. O podría ocurrir que la interacción 

fuese suficiente para inducir la oligomerización de Apaf-1 dando lugar al apoptosoma y por 

tanto la acción de dichas moléculas emulase el efecto proapoptósico de Cit c. Una tercera 

posibilidad, aunque a priori menos probable, es que tuviese lugar la interacción con Apaf-1 pero 

que ésta no perturbe la interacción con Cit c. 

No se observó actividad inhibidora o activadora al ensayar los tres péptidos derivados de Cit 

c a una concentración final en el ensayo de 100 µM, pero sí se observó actividad inhibidora en el 

caso del hemopéptido (Figura 43). En siguientes experimentos se confirmó el efecto dosis 

dependiente de la inhibición del procesamiento de PC9 por el hemopéptido. La inhibición se 

comenzaba a observar en el ensayo a partir de 50 µM. A pesar de que añadiendo al mismo 

tiempo el hemopéptido y Cit c no se producía inhibición, no se observó necesidad de 

preincubación de más de 5 min. La continuación del estudio del efecto del hemopéptido sobre 

Apaf-1se lleva a cabo en la actualidad en el laboratorio del Dr. Jordi Bujons, con quien 

iniciamos la colaboración. 
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Figura 43. Análisis de los péptidos derivados de Cit c y el hemopéptido. (A) Péptidos derivados de Cit c 
ensayados como inhibidores de la interacción Cit c-Apaf-1. (1) Control positivo, (2) Control negativo en 
ausencia de Cit, (3-5) Péptidos: Cit a1, Cit a2, Cit a3 ensayados a 100 µM, (6) Mezcla de los péptidos Cit a1, 
a2 y a3 ensayados a 50 µM cada uno. (B) Péptidos ensayados como activadores en ausencia de Cit c. (1) 
Control positivo con Cit c (2) Control negativo sin Cit c, (3-5) Péptidos Cit a1, Cit a2, Cit a3 ensayados a 
100 µM, (6) Mezcla de los tres péptidos ensayados a 50 µM cada uno. (C) Hemopéptido ensayado como 
inhibidor (Cit c: 30 ng), activador (Cit c: 0), o ensayado a concentraciones limitantes de Cit c (5 ng), a las 
concentraciones indicadas. 
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4. Caracterización Molecular del Mecanismo de 

Inhibición de los Pseudopéptidos 
 

 

Los resultados obtenidos mostraban reproducibilidad en la inhibición del procesamiento de 

PC9 mediada por el grupo de pseudopéptidos identificados  partir del cribado de quimiotecas 

combinatorias. Durante la realización del presente trabajo y hasta la actualidad, no se había 

descrito en la literatura ningún inhibidor directo del apoptosoma que interaccionase con Apaf-1. 

Existen evidencias, en modelos celulares, de la existencia de mecanismos todavía no 

caracterizados que conducen a la formación de un apoptosoma cuya actividad es deficiente 

(Wolf et al., 2001, Liu et al., 2002) por lo que la utilización de inhibidores del apoptosoma 

podría servir como herramienta para aportar información acerca de aspectos de su fisiología aun 

no bien caracterizados. Como objetivos de este capítulo se plantearon  la caracterización del 

mecanismo molecular de la inhibición mediada por el peptoide 1a en este sistema, y por otro 

lado, con el fin de analizar el posible papel protector frente apoptosis de los compuestos, dado el 

posible potencial terapéutico que podría derivarse de moléculas que tuviesen como diana de 

inhibición el apoptosoma, se realizó un primer estudio in vivo de actividad. 

 

4.1. Análisis del procesamiento de procaspasa 3 en ensayos in vitro 

 

El procesamiento de PC9 in vitro ocurre cuando las moléculas de PC9 aumentan su 

concentración local en el apoptosoma. Aunque la zimogenicidad de caspasa 9 es de 1:1000 libre 

o unida al apoptosoma respectivamente (Rodríguez et al., 1999) se ha descrito que caspasa 9 

puede ser activada sin procesamiento proteolítico (Stennicke et al., 1999a). La unión de PC9 a 

Apaf aumenta su actividad catalítica intrínseca lo que conlleva el corte proteolítico de las 

moléculas de PC9 en Asp315 dando lugar a las subunidades p35 y p12 dando lugar a moléculas 

de caspasa 9 más activas (Zou et al., 2003). Además, cuando esto ocurre, los cuatro 

aminoácidos N-terminales de la subunidad pequeña p12 constituyen un nuevo epítopo de 
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reconocimiento del dominio BIR de proteínas IAPs, como XIAP, o ML-IAP por lo que el 

procesamiento de PC9 en células tiene además la función de regular negativamente el 

apoptosoma. Esta inhibición resulta neutralizada por proteínas como SMAC, que se exportan al 

citoplasma en caso de desestabilización de la mitocondria (apartado 1.3.) (Du et al., 2000, 

Srinivasula et al., 2001a, Shi et al., 2002b). 

Con el objetivo de analizar la actividad de PC9 y confirmar que la inhibición del 

procesamiento de PC9 mediada por los pseudopéptidos correlacionaba con la inhibición del 

procesamiento de uno de sus sustratos fisiológicos más directos, PC3, se realizaron reacciones 

de reconstitución de apoptosomas en presencia de peptoide 1a utilizando PC3 marcada 

radiactivamente (apartado 2.3.). Como se muestra en la Figura 44, la presencia del peptoide 1a 

en la reacción tuvo como consecuencia la conservación de PC3 en forma zimógeno. La 

inhibición del procesamiento de PC3 se produjo en el mismo orden de concentraciones en que el 

pseudopéptido 1a es activo para inhibir el procesamiento de PC9. Por tanto el pseudopéptido 1a 

inhibe tanto el procesamiento como la actividad de PC9 y como consecuencia, impide la 

activación de PC3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 44. Análisis del procesamiento de PC9 y PC3 in vitro inducidos por Cit c en presencia de 
peptoide 1a. Las mitades izquierda y derecha del gel corresponden a reacciones de activación de PC9 
y PC3 respectivamente, en presencia o ausencia de pseudopéptido 1a, y conteniendo 3µl de PC9 y 
PC3 transcritas y traducidas in vitro, de las cuales una está marcada radiactivamente, según se indica. 
En todos los casos 200 ng Apaf-1 se preincubaron con pseudopéptido 1a 20 µM o tampón A, 15 min 
30 ºC, tras lo cual se indujo la formación de apotosomas mediante la adición de 30 ng de Cit c y 
procaspasas, en un volumen final de 23 µl.  
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4.2. Inhibición de la activación de caspasas en extractos celulares 

 

Uno de los sistemas más extendidos para estudiar distintos aspectos del proceso apoptótico 

es la utilización de extractos libres de células (Fearnheaad, 2001). La importancia del papel de 

la mitocondria en apoptosis se observó por primera vez utilizando extractos celulares 

(Newmeyer et al., 1994). Se han utilizado extractos para investigar como se producen los 

cambios apoptóticos en el núcleo y en la mitocondria (Lazebnik et al., 1993, 1994, 1995), para 

identificar caspasas que se activan durante la apoptosis y sus sustratos (Lazebnik et al., 1994, 

Nicholson et al., 1995, Takahashi et al., 1996), para caracterizar los mecanismos de activación 

(Fearnhead et al., 1997), así como para identificar otras proteínas que desempeñan papeles clave 

en la regulación del proceso apoptótico (Liu et al., 1996, 1997, Susin et al., 1999, Zou et al., 

1997). En concreto, es posible reproducir la activación de caspasa 9 en extractos de células 293 

y analizarla mediante un ensayo fluorogénico que utiliza un sustrato artificial de caspasa 3 

(apartado 5.7.2.2.). Por ello, para estudiar los efectos de los pseudopéptidos sobre la activación 

de caspasas en extractos in vitro se utilizaron extractos celulares activables por ATP y 

deficientes en Apaf-1. Esta parte del trabajo se realizó en el laboratorio del Dr. Howard O. 

Fearnhead, donde se disponía de la metodología adecuada para el estudio de la apotosis en 

extractos. Los extractos se obtienen por fraccionamiento mediante cromatografía de intercambio 

aniónico del extracto citoplasmático S-100 de células 293, y contienen distintos componentes de 

la maquinaria apoptótica pero carecen de otra parte de ellos (apartado 5.7.2.1., Figura 60). Las 

fracciones de extracto denominadas “FT” carecen de Apaf-1, pero contienen PC9, PC3 y Cit c, 

por lo que en ellos la activación de caspasas se lleva a cabo por complementación de los 

extractos con Apaf-1 recombinante y adición de ATP o dATP. La actividad caspasa 3 se valoró 

mediante ensayo proteasa utilizando un sustrato fluorogénico de la misma (apartado 5.7.2.2.). 

Para validar los resultados observados anteriormente en este nuevo sistema y caracterizar la IC50 

de los pseudopéptidos, se realizaron diluciones seriadas de los pseudopéptidos 1a, 1d y TJa. Se 

preincubaron los diferentes peptoides a distintas concentraciones a 30 ºC durante 30 min con 

Apaf-1 recombinante, tras lo cual se combinaron con una alícuota de fracción de extracto FT y 

ATP. Las reacciones se incubaron 30 min a 37 ºC y se cuantificó la actividad caspasa 3 

mediante el seguimiento de la hidrólisis del sustrato fluorogénico Ac-DEVD-afc y liberación de 
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afc. El resultado se expresó como unidades de fluorescencia arbitrarias por minuto (UFA/min) y 

se calculó el porcentaje de actividad relativo al control positivo (100% de actividad) en el cual 

Apaf se preincubó únicamente con tampón. En la Figura 45 se muestra el porcentaje de 

actividad caspasa 3 en los extractos en los que se encuentran presentes cada uno de los 

peptoides 1a, 1d, o TJa, a distintas concentraciones, respecto a la actividad del control positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Titulación de la capacidad inhibidora de los pseudopéptidos. Diluciones seriadas de 
los pseudopéptidos se preincubaron con Apaf-1, 30 min, 30 ºC, en un volumen de 5 µl, tras lo cual 
se adicionaron 4 µl de fracción FT y ATP 1 mM  y se incubaron 30 min, 37 ºC. 3 µl de las 
reacciones se utilizaron para monitorizar la actividad DEVDasa. Se representa el porcentaje de 
activación relativo al control positivo en ausencia de pseudopéptido. 

 

 

Los pseudopéptidos mostraron capacidad de inhibir la actividad caspasa 3 inducida por ATP 

y Apaf-1 en el extracto de forma dosis dependiente. Las IC50 de los pseudopéptidos 1a y TJa 

resultaron ser menores de 10 µM. El pseudopéptido 1d resultó ser ligeramente menos activo que 

los peptoides 1a y TJa con una IC50 de aproximadamente 15 µM.  

No fue posible compatibilizar el esquema de reacción utilizado en estudios previos de 

inhibición con el estudio de los peptoides en ensayos con extractos S-100. Preincubaciones del 

extracto S-100 de más de 5 min a la temperatura del ensayo resultaban en una pérdida 

considerable de la actividad del extracto, hecho que no ocurrió con las fracciones de extracto FT 

ó F1 (apartado 4.9.). No se obervó inhibición sin preincubación en extractos FT y S-100 o con 
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preincubación de 10 min previa de Apaf-1 con el compuesto a 30 ºC en fracciones FT. No se 

puede descartar la existencia de moléculas endógenas antagonistas del peptoide presente en el 

extracto S-100  y no en la fracción FT, que no pudiesen competir con el peptoide por Apaf-1 al 

ser aislado durante la preincubación. Además, este resultado indicaba que las caspasas no eran 

la diana de inhibición de los pseudopéptidos. 

 

4.3. Efecto de los pseudopéptidos sobre la oligomerización de Apaf-1 

 

La secuencia de formación del apoptosoma implica que la unión de Cit c a Apaf-1 es un 

requisito previo para que éste adopte una conformacion que le permita unir ATP y oligomerizar. 

Para analizar si la inhibición mediada por los peptoides dependía del estado de oligomerización 

de Apaf-1, se hizo variar el orden de preincubación de los componentes de la reaccion de 

inhibición en el ensayo de reconstitución de apoptosomas in vitro. De forma habitual se 

observaba inhibición cuando el peptoide 1a era preincubado con Apaf-1 y posteriormente se 

añadían Cit c y PC9. En una reacción paralela se invirtió la secuencia de incubación del 

pseudopéptido 1a y Cit c, siendo Cit c preincubado en primer lugar con Apaf-1 durante 15 min. 

La oligomerización inducida por Cit c es un proceso relativamente rápido. En el sistema de 

ensayo de componentes purificados in vitro, comienza a observarse aparición de las 

subunidades de PC9 a partir de los 2-5 min (Figura 24) y en las fracciones FT la activación de 

caspasas y el consumo de Ac-DEVD-afc es prácticamente instantánea (menor 1 min), una vez 

se estimulan con ATP y Apaf. Reacciones en las que se indujo la oligomerización con Cit c, 

anterior a la preincubación con el pseudopéptido 1a, resultaron igualmente en inhibición, 

indicando que el pseudopéptido 1a inhibe el procesamiento de PC9 dependiente del apoptosoma 

incluso cuando Apaf-1 se encuentra oligomerizado (Figura 46). 

Un experimento que se realizó para descartar que el peptoide 1a compitiese con Cit c por la 

unión a Apaf-1 partía de la consideración de que esperaríamos ver un descenso de la inhibición 

por la presencia de cantidades crecientes de Cit c, en el caso de que ésta fuese competitiva. Para 

comprobar si la adición de excesos de Cit c eran capaces de revertir el efecto inhibidor 

producido durante la preincubación de Apaf-1 con el peptoide, se añadieron cantidades de Cit c 
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Figura 46.  Variación de la secuencia de incubación de Cit c y 
pseudopéptido 1a en reacciones de reconstitución de 
apoptosomas in vitro. (1) Apaf-1 se preincubó con pseudopéptido 
1a 20 µM 15 min, 30 ºC. Después se estimuló con Cit c 15 min, 30 
ºC. (2) Apaf-1 se preincubó con  Cit c 15 min, 30 ºC, a continuación 
se añadió pseudopéptido 1a 20 µM, y la mezcla se incubó 15 min 30 
ºC. (3) Control positivo preincubado con tampón A 30 min, 30 ºC. 
Tras las preincubaciones se añadió PC9 dejando progresar la 
reacción durante 1 hora a 30 ºC.  

 

hasta 30 veces superior a las habitualmente utilizadas en los ensayos de activación. La 

concentración mínima capaz de inducir la oligomerización de Apaf-1 en el ensayo fue 120 nM, 

por lo que 400 y 4000 representaban excesos de Cit c en nuestras condiciones de laboratorio. 

Como se muestra en la Figura 47, ninguna de las concentraciones de Cit c ensayadas mostró 

reversión del efecto inhibidor del pseudopéptido 1a sobre Apaf-1. Ahora bien, añadidos al 

mismo tiempo (tiempo cero) el pseudopéptido 1a no era capaz de competir con Cit c por Apaf-1 

como se demostró en el experimento que analizaba el efecto variación del tiempo de 

preincubación sobre la inhibición (Figura 40, apartado 3.10.).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Ensayo de competencia entre Cit c y el pseudopéptido 1a. Apaf-1 fue preincubado 
con el pseudopéptido 1a  20 µM, 20 min 30 ºC. Tras la preincubación se añadieron PC9 y Cit c a 
distintas concentraciones y las reacciones se incubaron 1 hora, 30 ºC. 
 
 
 

Para confirmar la hipótesis de que el pseudopéptido 1a inhibía el apoptosoma oligomerizado, 

se realizó un experimento que consistió en aislar apoptosomas potencialmente activos para 

activar caspasas (Cain et al., 1999) y exponerlos a inhibición. Para ello, se llevó a cabo una 
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reacción de oligomerización en la que Apaf-1 fue preincubado con Cit c 3 µM, 15 min a 30 ºC 

en presencia de ATP. El producto de esta reacción se sometió a cromatografía de filtración en 

gel (apartado 5.6.1.2.) y las fracciones resultantes de la cromatografía se analizaron respecto a 

su potencial activador de extractos FT mediante la valoración de su actividad DEVDasa. El 

perfil cromatográfico mostró un pico de actividad principal centrado en la fracción 

correspondiente a un peso molecular de aproximadamente 700 kDa (Figura 48, A). Una alícuota  
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Figura 48. Ensayo de inhibición de apoptosomas activos de  700 kDa, aislados mediante 
cromatografía de filtración en gel. (A) Se llevaron a cabo reacciones de oligomerización de Apaf-1 
preincubado en ausencia y presencia del pseudopéptido 1a 20 min, 30 ºC, con 3 µM Cit c y ATP 1 mM. 
Las reacciones se fraccionaron mediante cromatografía de filtración en gel utilizando una columna 
Superosa 6. (B) 4 µl de la fracción 22 se preincubaron en presencia o ausencia de pseudopéptido 1a 50 
µM durante 20 min, 30 ºC. Tras este tiempo se añadieron 4 µl de FT y ATP 1 mM en un volumen total 
de 10 µl y se midió la actividad DEVDasa. C (-): control negativo en ausencia de F22. 
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de la fracción 22 correspondiente al oligómero activo de Apaf-Citc y de ~ 700 kDa se utilizó 

para realizar una experimento de inhibición por el peptoide 1a (Figura 48, B). La incubación de 

los oligómeros con el peptoide 1a de nuevo resultó en la obtención de complejos incapaces de  

activar las caspasas presentes en la fracción FT. En función de estos resultados, se descartó la 

posibilidad de inhibición a nivel de la interacción Cit c-Apaf-1 ó entre los monómeros de Apaf-

1 para formar el oligómero. Este resultado parece indicar que el peptoide 1a afectaría a la 

actividad del oligómero, en un paso posterior a la oligomerización de Apaf-1. 

 

 
4.4. Papel del ATP en la inhibición mediada por el peptoide 1a. 

 

Se piensa que el dominio central de Apaf-1, CED4, es el dominio a través del cual Apaf-1 

oligomeriza. En este dominio se han encontrado secuencias conservadas de unión a nucleótidos 

Walker’s A (Loop P) y cajas B, que podrían indicar que además se tratase de un dominio 

ATPasa (apartado 1.5.) (Zou et al., 1997). El mecanismo a través del cual el ATP interviene en 

la formación del apoptosoma no se ha caracterizado en la actualidad. El hecho de la 

conservación evolutiva de este dominio, presente en C.elegans (Yang et al., 1998), y las 

diferencias de requerimiento de ATP para activar caspasas en los distintos ensayos (1 mM en 

extractos 293 y 0,1 mM en el ensayo de reconstitución in vitro) sugieren la existencia de 

mecanismos adicionales de regulación de la activación de caspasas inducida por Cit c.  

En los experimentos de cribado y caracterización de los peptoides utilizando el ensayo de 

reconstitución de apoptosomas el ATP se encontraba presente en la preincubación de Apaf con 

los compuestos. Para comprobar si la inhibición mediada por el peptoide 1a requería ATP para 

tener lugar, se realizaron reacciones de inhibición en ensayo en extractos añadiendo ATP 

durante (tiempo cero) y después de la preincubación (tiempo 30 minutos). Se observó que no era 

necesaria la presencia de ATP para que el peptoide 1a ejerciese inhibición sobre Apaf-1, así 

como tampoco existía una competencia entre el ATP y el peptoide por Apaf-1 (Figura 49, A). 

La preincubación del peptoide 1a con el ATP no aumentó el requerimiento de nucleótido en 

el ensayo, al menos en las condiciones analizadas, ya que la preincubación de ambos durante 30 

min a 30 ºC no se tradujo en una disminución de la actividad DEVDasa. Ello indica que el 
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potencial del ATP para activar caspasas dependiente del apoptosoma no se vió afectado por la 

presencia de peptoide (Figura 49, B). La secuencia de adición del ATP a la reacción no afectó al 

resultado de la inhibición (Figura 49, A). Sin embargo, se observó un ligero descenso de la 

activación de los extractos en los controles positivos de actividad cuando se añadía ATP tras los 

30 minutos de preincubación. Experimentalmente se comprobó que Apaf-1 perdía parte de su 

actividad proporcional al tiempo de preincubación a 30 o 37 ºC. Esta pérdida de actividad fue 

significativamente menor si la preincubación se realizaba en presencia de ATP, hecho que se 

reprodujo en el caso de la activación de caspasas mediante combinación de extractos F1 y FT 

(datos no mostrados) (apartado 4.9.). Estas observaciones indicarían que la diferencia de 

actividad DEVDasa observada entre los dos controles se podría deber a  un efecto “protector” 

de la actividad de Apaf-1 por parte del ATP.  
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Figura 49. Papel del ATP en la inhibición mediada por el peptoide 1a.  
(A) Variación en la secuencia de adición de ATP en las reacciones de 
activación de caspasas en extractos in vitro. Se preincubaron Apaf-1 y el 
peptoide 1a 50 µM durante 30 min, 30 ºC y posteriormente se combinaron 
con 5 µl de fracción de extracto FT. Se añadió ATP 1 mM a las reacciones 
durante la preincubación o bien acabada ésta, junto con la fracción de 
extracto FT. Las reacciones se incubaron 30 min, 37 ºC y se midió la 
activación de caspasas. (B) Efecto de la preincubación del peptoide 1a con 
el ATP. 1 µl de ATP 2 mM se preincubó en tampón A en presencia o 
ausencia de peptoide 1a 50 µM 30 min, 30 ºC. A continuación se combinó 
con 1µl de Apaf y 5 µl de FT. Las reacciones se incubaron 30 min a 37 ºC 
y se midió la actividad DEVDasa. 
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4.5. Interacción de procaspasa 9 con el apoptosoma 

 

En la secuencia de la formación del apoptosoma, una vez los monómeros de Apaf-1 han 

oligomerizado, éstos son capaces de reclutar PC9 formando un holoenzima activo (Rodríguez et 

al., 1998). Los estudios de modelización molecular de la estructura del apoptosoma  proponen la 

formación de un surco central en el cual las moléculas de PC9 interaccionan a través de los 

dominios CARD presentes en Apaf-1 y PC9 (Acehan et al., 2002). El aumento de la 

concentración local de PC9 en el complejo tiene como consecuencia que las moléculas de PC9 

se autoprocesen entre ellas para dar lugar a sus formas activas (Salvesen et al., 1999). Una 

molécula que actuase como antagonista de la unión de PC9 al complejo tendría como resultado 

la inactividad de los oligómeros de Apaf-1-Cit c.  

Para comprobar si los apoptosomas expuestos a inhibición por el pseudopéptido 1a eran 

capaces de reclutar PC9 en el complejo, se realizó un experimento de pull-down. Para el 

experimento se utilizó un mutante de PC9 no hidrolizable (PC9 NH), que contiene la mutación: 

Cys 287 → Ser (Fearnhead et al., 1998). Esta mutación sustituye una de las cisteínas del centro 

activo del enzima por serina e inactiva la enzima evitando el autoprocesado, facilitando el 

análisis experimental. PC9 NH se obtuvo mediante transcripción/traducción in vitro utilizando 

el mismo procedimiento de síntesis y marcaje radiactivo que en el caso de PC9 salvaje (apartado 

5.6.1.3.). Se realizaron reacciones de inhibición y controles respectivos utilizando el ensayo de 

activación de PC9 in vitro.  

Se preincubó Apaf-1 con pseudopéptido 1a, tras lo cual se adicionaron Cit c y PC9 NH. Las 

reacciones se dejaron progresar 1 h a 30 ºC, en un volumen de 20 µL. Una alícuota de las 

reacciones se utilizó para medir la activación de caspasas utilizando fracción FT y ATP, antes 

de realizar el ensayo de pull-down, como control de actividad. Para el pull-down se utilizaron 

microesferas de níquel agarosa ya que Apaf-1, se había expresado como proteína de fusión a 

una cola de 9 histidinas (apartado 5.6.3.). Tras el pull-down las reacciones se resolvieron 

mediante SDS-PAGE y la presencia de PC9 NH se visualizó mediante autorradiografía. Como 

se muestra en la Figura 50, los resultados mostraron que, en el caso del control positivo, Apaf-1 

efectivamente arrastró PC9 NH, no así el Apaf-1 que fue preincubado con el pseudopéptido 1a, 

indicando que PC9 no estaba retenida en el apoptosoma inhibido.  
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Figura 50. Interacción de PC9 con el apoptosoma mediante ensayo de pull-down. (A) Esquema 
experimental. Se llevaron a cabo reacciones de reconstitución de apoptosomas utilizando PC9 NH en 
presencia o ausencia de pseudopéptido 1a 50 µM. Una alícuota de las reacciones se combinó con FT 
y ATP y se midió la actividad DEVDasa. El resto del volumen de reacción se incubó con 
microesferas de níquel agarosa, tras lo cual las reacciones se lavaron con tampón A para eliminar la 
fracción no retenida. Tras el último lavado las muestras se resolvieron mediante SDS-PAGE. Como 
controles negativos se ensayaron tampón A y el pseudopéptido 1a 50 µM en tampón A. (B) 
Actividad DEVDasa de las reacciones y autorradiografía. 
 
 

4.6. Estudio de la interacción entre Apaf-1 y el pseudopéptido 1a 

 

Los resultados anteriores sugerían que la diana de inhibición de los pseudopéptidos era la 

proteína Apaf-1, pero no se había demostrado la interacción física entre ambos. 

El análisis de la capacidad de interacción del pseudopéptido 1a con Apaf-1 se realizó 

mediante un ensayo de polarización de la fluorescencia. Para ello se sintetizó una versión 

fluorescente del pseudopéptido 1a covalentemente unido al fluoróforo 5´-6’-carboxifluoresceína 

(peptoide 1a fl), cuya estructura se muestra en la Figura 51. 
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Figura 51. Estructura del pseudopéptido fluorescente 1a fl. 
 

Se llevó a cabo la titulación de Apaf-1 sobre una disolución 60 nM de pseudopéptido 

fluorescente. Se realizaron diluciones seriadas de Apaf-1 abarcando un rango de relaciones 

molares entre (0,1:1) y (10:1) de Apaf-1: peptoide fluorescente, respectivamente (apartado 5.9.). 

Los resultados obtenidos permitieron confirmar la interacción física entre Apaf-1 y el 

pseudopéptido (Figura 52), que resultó tener una constante de disociación Kd 57 nM, según 

cálculos realizados mediante un modelo de ajuste exponencial. En un experimento de 

polarización de la fluorescencia complementario, se tituló Cit c como control negativo de unión, 

hasta una concentración final de 1000 nM y frente a una disolución 60 nM del peptoide 

fluorescente. No se observaron cambios en la polarización de la fluorescencia de la disolución a 

medida que aumentaba la concentración de Cit c. En la Figura 52 se representan los resultados 

obtenidos hasta 600 nM. Con este experimento se pretendía demostrar que el ligando del 

peptoide es Apaf-1, y no Cit c. Por tanto,  los resultados obtenidos estarían de acuerdo con una 

actuación del peptoide 1a sobre Apaf y no sobre otros componentes del apoptosoma. Además, 

con el fin de estudiar la especificidad del pseudopépido 1a fl se realizaron titulaciones de otras 

proteínas frente al peptoide en las mismas condiciones utilizadas para el caso de Apaf y Cit c. 

No se observó variación en la polarización de la fluorescencia, y por tanto unión, para el caso de 

proteínas como aldolasa, catalasa, ribonucleasa A, el dominio de tetramerización de p53. Sin 

embargo sí se observó unión inespecífica a proteínas transportadoras: tiroglobulina, ferritina, y 

hemocianina. 
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Figura 52.  Curva de unión del pseudopéptido 1a fl a Apaf-1, Cit c y proteínas control. Las 
proteínas se titularon hasta una concentración de 600 nM. La concentración del pseudopéptido 
fluorescente fue 60 nM. Las muestras se incubaron a 30 ºC, 30 min,  λexc: 480, λem: 535. 
 
 

4.7. Efecto del pseudopéptido 1a  sobre otros componentes del sistema 

 

Para corroborar el resultado obtenido en el apartado anterior, en relación con la incapacidad 

del peptoide de interaccionar con Cit c, se realizó un experimento para comprobar si el peptoide 

1a tenía efecto inhibidor sobre Cit c en ensayos con extractos. Para ello se utilizaron fracciones 

de extracto FT deficientes en Cit c y en Apaf  (FT-S). Los extractos FT-S proceden de extractos 

FT que han sido sometidos a un tratamiento con microesferas de Q-Sepharosa para eliminar las 

moléculas de Cit c presentes en el extracto (apartado 5.7.2.1.; Fearnhead et al., 1998).  Se 

realizaron incubaciones de Cit c con peptoide 1a 50 µM durante 30 min a 30 ºC. Tras la 

incubación se adicionaron FT-S, Apaf y ATP para reconstituir la activacion de caspasas y se 

midió la actividad DEVDasa. Los resultados se muestran en la Figura 53, donde se observa que 

no existe una reducción significativa de la activación de caspasas cuando se preincuba Cit c con 

el peptoide 1a como sucedía cuando se preincubaba con Apaf-1.  Estos resultados están de 

acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado anterior en los que no se observó unión 

física entre el peptoide y Cit c, según experimentos de polarización de la fluorescencia. 

Por otro lado, con el fin de analizar si el extracto FT perdía actividad al ser preincubado con 

el peptoide  1a debido a una unión inespecífica de éste con proteínas componentes del extracto, 
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se llevaron a cabo preincubaciones de FT y peptoide en las condiciones utilizadas 

habitualmente. Como se observa en la Figura 54, al comparar los paneles A y B se puede 

concluir que el peptoide 1a no induce un descenso de la activación de caspasas significativo 

cuando se preincuba con extracto FT, en contraste con la reducción de actividad observada 

cuando el peptoide se preincuba con Apaf-1.  

 

Figura 53. Ensayo de activación de 
extractos FT-S vaciados de Cit c. Cit c 
fue preincubado en presencia o ausencia 
de peptoide 1a 50 µM durante 30 min, 30 
ºC, tras lo cual se combinaron con 1 µl de 
Apaf, 1 µl de ATP 10 mM,  y 5µl 
fracción de extracto FT-S. Las reacciones 
se incubaron 30 min a 37 ºC, tras lo cual 
se midió la actividad DEVDasa de las 
reacciones. 
 
 
 

 
                  A         B    

Figura 54. Efecto de la preincubación 
de FT y el peptoide 1a en ensayos 
sobre la activación de caspasas en 
extractos. (A) 5 µl de extracto FT se 
preincubaron a 30 ºC, 30 min con 
peptoide 1a 50 µM, para posteriormente 
estimular la activación de caspasas 
mediante adición de Apaf-1 y ATP 1 
mM. (B) Apaf-1 se preincubó a 30 ºC, 30 
min con peptoide 1a 50 µM. 
Posteriormente se adicionaron 5 µl de 
extracto FT y ATP 1 mM. En ambos 
casos, tras la preincubación, las 
reacciones se incubaron 30 min, a 37 ºC, 
tras lo cual se midió la actividad 
DEVDasa. 
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Un experimento adicional para analizar si el peptoide 1a tenía efecto  inhibidor sobre otras 

proteínas, además de Apaf-1, consistió en la preincubación del peptoide con PC9 transcrita y 

traducida in vitro y posterior exposición a la acción del apoptosoma. Los ensayos de 

reconstitución de apoptosomas in vitro revelaron que la preincubación de PC9 con el peptoide 

1a 50 µM, en las condiciones establecidas para otros ensayos (30 min, 30 ºC), no afectaba a su 

procesamiento (datos no mostrados). Este hecho indica de nuevo que no existe un efecto directo 

del peptoide sobre las caspasas. En general, considerando los resultados expuestos, aunque no se 

ha hecho un estudio sistemático para evaluar la especificidad del peptoide por Apaf-1, si se 

puede considerar una acción específica del peptoide por Apaf-1 al menos en este sistema. 

 

4.8. Estudio del efecto del peptoide 1a sobre la formación y actividad del apoptosoma  

 

Como se explica en el apartado 1.5., se han identificado apoptosomas de distinto tamaño, 

composición y actividad en modelos celulares, en concreto un holoenzima de mayor actividad y 

de ~700 kDa y formas del complejo relativamente menos activas de ~1,4 MDa (Cain et al., 

1999, 2000, Bratton et al., 2001b).  

Los efectos del peptoide 1a sobre la formación de1 apoptosoma y el equilibrio entre las 

distintas formas del complejo, se analizaron mediante cromatografía de filtración en gel. 

Siguiendo el esquema de reacción establecido, Apaf-1 se preincubó en presencia o ausencia del 

peptoide 1a  y después se indujo la oligomerización en presencia de Cit c y ATP durante 15 min 

a 30 ºC. El resultado de estas reacciones se sometió a filtración en gel y las fracciones se 

analizaron mediante ensayo de activación de caspasas. Previo a la filtración se tomaron 

alícuotas de las reacciones como comprobación de la actividad. El experimento se llevó a cabo 

con dos preparaciones de Apaf-1 distintas, en el primer caso se utilizaron 15 µl de fracción 28 

(4 µg) obtenida mediante fraccionamiento por cromatografía de filtración en gel (Apaf-1 

monomérico). En el segundo caso se utilizaron 25 µg de Apaf-1 purificado utilizando columnas 

de níquel-agarosa. 

En relación a la actividad de las fracciones, en el primer experimento (Figura 55.A), la 

incubación de Apaf-1 con Cit c y ATP indujo un cambio en el perfil cromatográfico 

desplazando las formas de Apaf-1 monoméricas de ~ 140 kDa hacia las oligoméricas 
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distribuidas en dos picos centrados en un peso molecular de ~ 700 kDa y ~ 1,4 MDa, 

correspondientes a los dos tipos apoptosomas descritos. La mayoría de la actividad se situó en el 

pico de 700 kDa, el apoptosoma más activo. Cuando la reacción se realizó en ausencia de Cit c 

no se observó cambio en la distribución de peso molecular de Apaf-1, encontrándose la mayoría 

de la proteína en el estado monomérico. A pesar de que tanto los inputs correspondientes a las 

muestras conteniendo peptoide 1a y el control en ausencia de Cit c no mostraron ninguna 

actividad, tras la filtración reapareció la actividad caspasa 3, pero únicamente en fracciones de 

pesos moleculares elevados, que podrían corresponder al apoptosoma de 1,4 MDa, o a 

complejos de mayor entidad. Este resultado sugería por un lado la existencia de cierta 

reversibilidad en la interacción del peptoide 1a con Apaf-1 y  por otro, que Apaf-1 y el peptoide 

1a podrían estar formando parte de un complejo de alto peso molecular. Los estudios de 

criomicroscopia electrónica parecían indicar que el apoptosoma de 1,4 MDa se forma por la 

dimerización de dos apoptosomas de 700 kDa, compuestos cada uno por 7 moléculas de Apaf-1 

(Figura 4, Acehan et al., 2002). Aunque la composición y actividad de los distintos tipos de 

apoptosomas no se han caracterizado suficientemente, publicaciones recientes (Beem et al., 

2004) indican que el apoptosoma de 1,4 MDa es un intermediario de la maduración del 

apoptosoma, y que la inhibición del apoptosoma mediante incremento del pH o de la 

concentración de iones K+ en extractos “captura” el apoptosoma en la forma de 1,4 MDa. 

Aunque el experimento mostrado en la Figura 55.A. podría inducir a pensar en la posibilidad de 

que el peptoide interviniese a nivel de maduración del apoptosoma, en las condiciones utilizadas 

en el experimento mostrado en la Figura 55, B no se reprodujo el resultado. En este caso, el 

control positivo mostró un perfil cromatográfico correspondiente a una distribución de los 

apoptosomas entre proporciones de apoptosoma de 700 kDa y 1,4 MDa. En presencia de 

peptoide 1a se observó inhibición de la actividad DEVDasa apareciendo un pico de menor 

actividad correspondiente a formas de ~ 700 kDa. 

Se observó cierta pérdida de actividad durante la preincubación a 30 ºC, en comparación con 

resultados similares publicados en la literatura (Martin et al., 2002). 
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Figura 55. Análisis de la formación del apoptosoma mediante filtración en gel. Se llevaron a cabo reaciones de 
oligomerización de Apaf-1 mediante de adición de Cit c y ATP (ver texto).  Una alícuota de las fracciones se utilizó 
para medir la actividad DEVDasa como control de oligomerización. El resto de las reacciones se resolvieron 
mediante filtración en gel. (A) y (B) Actividad DEVDasa de las fracciones en las que se utilizó como partida 4 µg de 
Apaf (fracción 28) y 25 µg de Apaf (purificado en niquel-agarosa) respectivamente.  
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4.9. Efecto del pseudopéptido 1a sobre Apaf-1 celular 

 

En el fraccionamiento de extractos citoplasmáticos de células 293 se obtiene un extracto 

llamado F1 en un primer paso de elución salina (Figura 60). El extracto F1 contiene Apaf-1 pero 

carece de caspasas y de Cit c. Al combinar las fracciones de extracto F1 y FT se puede 

reconstituir la activación de caspasas mediante el estimulación con ATP, de igual modo que si 

se tratase de un extracto citoplasmático S-100 (apartado 5.7.2.1.). 

La preincubación del extracto F1 con el pseudopéptido 1a durante 15 min a 30 ºC y la 

posterior combinación con FT y ATP mostró inhibición de la activación de caspasas, indicando 

que las moléculas de Apaf-1 endógeno humanas son inhibibles por el pseudopéptido 1a al igual 

que las de Apaf-1 recombinante humano expresado en células de insecto y fusionado a una cola 

de 9 histidinas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 56. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Activación de caspasas mediante combinación de extractos F1 y FT. Los extractos F1 
se preicubaron 15 min 30 ºC, en presencia o ausencia de pseudopéptido 1a 50 µM en un volúmen de 5 
µL. Se añadieron 5 µl de FT y ATP 1 mM a las reacciones y se incubaron 30 min, 37 ºC. El control 
negativo representa la actividad del extracto FT y ATP en combinación con tampón A y en ausencia de 
F1. En la gráfica se representa la actividad DEVDasa de las reacciones. 
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4.10. Ensayos in vivo 

 

Con el objetivo de evaluar la actividad de los pseudopéptidos como posibles agentes 

protectores frente a apoptosis, se abordó un estudio tanto del efecto citotóxico, como de la 

inhibición de la actividad pro-apoptósica inducida por  un agente químico en modelos celulares. 

 

4.10.1. Ensayos de citotoxicidad de los peptoides 1a y 1d 

 

En primer lugar se realizó un análisis de citotoxicidad de los peptoides 1a y 1d. El método 

escogido para la evaluación de la citotoxicidad de xenobióticos está basado en la cuantificación 

de la reducción intracelular y utiliza el compuesto Alamar Blue. Alamar Blue puede ser 

reducido por intermediarios metabólicos (NADPH/NADP, FADH/FAD, FMNH/FMN) y al 

aceptar electrones, cambia de un estado oxidado, azul, no fluorescente, a un estado reducido, 

rosa y fluorescente (apartado 5.8.1.).  

Se sembraron placas de 24 pocillos con 100.000 células U2OS por ml. Se inocularon los 

peptoides a distintas concentraciones en el medio de cultivo y se midió la fluorescencia a las 24 

h de incubación. En la Figura 57 se representa el porcentaje de células viables relativo a la 

viabilidad de las células no tratadas con peptoide. La citotoxicidad de los peptoides 1a y 1d 

resultó ser elevada y por tanto incompatibles con estudios in vivo. 

 

 

Figura 57. Efecto de los 
pseusopéptidos 1a y 1d sobre 
la viabilidad celular. Porcentaje 
de células viables respecto al 
control positivo sin tratar en 
función de la concentración de 
pseudopéptido añadida al 
cultivo. 
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4.10.2 Inducción de apoptosis y ensayo de los peptoides TJa, Cyc, PEN y TAT en células 

U937 

 

Los pseudopéptidos diseñados para ser utilizados en estudios in vivo se ensayaron en un 

modelo de leucemia humana (Marzo et al., 2004). Se realizó un estudio de la apoptosis inducida 

por agentes químicos en promonocitos U937 por citometría de flujo utilizando los marcadores 

Anexina-V-FITC y DiOC6. Este estudio se llevó a cabo en el  laboratorio de la Dra. Isabel 

Marzo (Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad de Zaragoza). La inducción de apoptosis en células U937 se llevó a cabo utilizando 

doxorrubicina, un compuesto de la famililla de las antraciclinas que se utiliza actualmente en 

clínica para el tratamiento de diversos tipos de cáncer, como leucemias, cáncer de mama o 

sarcomas. Se ha demostrado que doxorrubicina induce apoptosis en células independiente de 

Fas y a través de la activación de caspasa 3 (Gamen et al., 1997). Para estudiar el efecto 

antiapoptótico de los peptoides, las células U937 se estimularon con doxorrubicina 0,5 µM y se 

incubaron con los pseudopéptidos TJa (5 µM), TAT (10 µM), PEN (2,5 µM) y Cyc (7,5 µM). 

Todos los efectos morfológicos y bioquímicos de la doxorrubicina pueden ser neutralizados con 

el inhibidor de caspasas de amplio espectro Z-VAD-fmk, por lo que se utilizó como control de 

inhibición de la apoptosis. Se añadió Z-VAD-fmk 100 µM a una parte de los cultivos durante 1 

h previo a la incubación de las células con los peptoides. Tras ~18 horas de incubación de las 

células con los peptoides, la apoptosis se analizó mediante citometría de flujo y se determinaron 

los cambios en morfología celular, la exposición de fosfatidilserina (PS) en el exterior de la 

membrana citoplasmática y el potencial de membrana mitocondrial. El efecto inhibidor de 

caspasas mediante incubación con Z-VAD–fmk también fue analizado de la misma manera. 

Como se muestra en la Figura 58 A, la doxorrubicina indujo una caída del potencial de 

membrana mitocondrial (∆Ψm). La incubación con los peptoides o con z-VAD-fmk no influyó 

en la despolarización de la membrana mitocondrial (Figura 58, A). Además, la inducción de 

apoptosis con doxorrubicina provocó la exposición de PS en membranas. El inhibidor z-VAD-

fmk previno la aparición del pico de PS en membranas. Igualmente, la incubación de los 

peptoides TJa, PEN, TAT y Cyc resultó en  una inhibición de la translocación de PS inducida 

por doxorrubicina. En algunos casos, como en los casos de células tratadas con los peptoides 
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TJa y TAT se observó una inhibición completa de la exposición de PS (Figura 58, B). Además 

la combinación de los resultados de la tinción con Anexina y la morfología celular analizada 

mediante dispersión de la luz indican que en los casos de incubación con peptoides PEN y Cyc 

se produjo además una prevención frente a la pérdida de viabilidad celular inducida por el 

tratamiento con doxorrubicina. Estos resultados demuestran una protección frente apoptosis 

mediante el tratamiento con los peptoides derivados del peptoide 1a y además son indicativos de 

que en la inhibición de la externalización de la PS mediada por los peptoides están implicadas 

las caspasas. 

 

 

 

 

Figura 58. Estudio de la inhibición de apoptosis inducida por doxorrubicina por los peptoides TJa, TAT, 
PEN y Cyc en células U937. Las células se cultivaron únicamente con medio de cultivo (control), o con medio 
conteniendo doxorrubicina 1 µM,  z-VAD-fmk 100 µM, o peptoides TJa (5 µM), TAT (10 µM), PEN (2,5 µM) 
y Cyc (7,5 µM) según se indica. (A) Potencial de membrana mitocondrial (B) Exposición de fosfatidilserina en 
el exterior de la membrana celular analizado mediante unión a Anexina V-FITC. (C) Dispersión de la luz 
(forward scatter; FS, side scatter; SS). 
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Figura 58 A. 
(continuación) 
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Figura 58 B. 
(continuación) 
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Figura 58 C. 
(continuación) 
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5. Materiales y Métodos   
 

5.1. Manipulación de Escherichia coli 

 

5.1.1. Cepas de E. coli 

 

La cepa E. coli DH5α se utilizó para el aislamiento y manipulación de los plásmidos 

pFastBac 1, pcDNA3-IceLap6 y pcDNA3-Yama, así como para el almacenamiento en glicerol 

15% a -80 ºC. Para la manipulación del cDNA de Apaf-1-XL se utilizaron células “Max 

Efficiency STBL2TM” (Invitrogen). Las células E. coli DH10Bac se utilizaron para la 

construcción de los bácmidos recombinantes de Apaf-1. 

 

5.1.2. Condiciones de crecimiento  

 

La temperatura de incubación para las células de E. coli DH5α fue 37 ºC y para las células 

E.coli DH10Bac y E. coli STBL2 30 ºC. Para el crecimiento de E. coli DH5α se utilizó el medio 

LB líquido (Luria Bertani) que contiene triptona bacteriológica 1% (p/v) (Pronadisa), extracto 

de levadura 0,5% (p/v) (Pronadisa), NaCl 1% (p/v) o medio LB sólido, añadiendo 1,5% (p/v) de 

agar bacteriológico (Pronadisa). Cuando las células de E. coli se transformaron con plásmidos 

se suplementó el medio de cultivo con ampicilina (Roche) a una concentración final de 100 

µg/ml, esterilizada por filtración. El medio de cultivo utilizado para la cepa E. coli STBL2 fue 

medio S.O.C. (triptona bacteriológica 2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 0,5% 

(p/v), MgCl2 0,25% (p/v), glucosa 20 mM (Pronadisa). Para el paso de transposición del cDNA 

de Apaf-XL al bácmido las células DH10Bac crecieron en medio LB líquido suplementado con 

tetraciclina 10 µg/ml (Roche), kanamicina 50 µg/ml (Roche) y gentamicina 7 µg/ml 

(Invitrogen). Para el aislamiento del DNA bacmídico, el medio LB se suplementó con 

kanamicina y tetraciclina y para la selección por color de clones positivos se utilizó medio LB 

sólido suplementado con 100 µg/ml Bluo Gal (Invitrogen) o alternativamente X-Gal y 40 µg/ml 

IPTG (Sigma Aldrich) y kanamicina. Todos los medios se esterilizaron en autoclave durante 20 
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minutos a 1 atm de presión (121 ºC). 

. 

5.1.3. Preparación de células competentes y transformación de E. coli 

 

Para la transformación de las cepas  E. coli DH5α y STBL2 se prepararon células 

competentes mediante el método del Cloruro de Rubidio (Current Protocols in Molecular 

Biology, Jon Wiley & Sons, Inc.). Para la preparación de células competentes de la cepa 

DH10Bac se utilizó el tratamiento con cationes divalentes descrito en Ausbel et al., (1993). La 

transformación de células E. coli DH5α con DNA plasmídico se realizó por choque térmico a 42 

ºC durante 45 segundos de forma convencional siguiendo en protocolo de Hanahan (1983). La 

transformación de las células E.coli DH10Bac y STBL2 se llevó a cabo siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

5.2. Manipulación de células de insecto 

 

5.2.1. Líneas celulares 

 

Las líneas celulares utilizadas para producir baculovirus y expresar proteínas recombinantes 

fueron SF9 y SF21. La línea celular SF9, derivada de las células de ovario de Spodoptera 

frugiperda, fueron de origen comercial (Clontech, “SF9-C”) y además se utilizaron líneas 

celulares SF9 cedidas por el Dr. Oriol Bach (Departament de Biología Cel.lular i Anatomia 

Patològica, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona, “SF9-OB”), por la Dra. Maria Luisa 

Salas (Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, CSIC-Universidad Autónoma de Madrid, 

“SF9-MLS”) y por el Dr. Howard Fearnhead (National Cancer Institute, Frederick, National 

Institutes of Health, USA “SF9-HF”). También se utilizaron células de la línea SF21 

(Invitrogen), derivadas de la línea celular SF9. 

 

5.2.2. Medios y suplementos 

 

Las células SF21 y SF9 crecieron en medio Grace’s Insect Media suplementado con suero 
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bobino fetal 10% (Invitrogen), yeastsolate 4 g/L (Invitrogen), gentamicina (50 µg/ml), 

amphotericina b 0,25 µg/ml, (Invitrogen) y para el caso de cultivo en suspensión el medio se 

suplementó además con el surfactante pluronic F-68 0,1% (Invitrogen). Se utilizó el mismo 

medio de cultivo como medio de congelación suplementado con DMSO 5% (Sigma). 

 

5.2.3. Condiciones de crecimiento y de infección 

 

Las células SF9 y SF21 crecieron a 27 ºC, en ausencia de humedad. Para el caso de 

crecimiento en agitación orbital las células crecieron en matraces con tapón de rosca para 

permitir la oxigenación del cultivo, en un volumen máximo correspondiente a un tercio del 

volumen total del matraz. La velocidad de agitación fue 130 rpm. La densidad celular y la 

viabilidad del cultivo se siguió a diario contando el número de células con una cámara 

cuentaglóbulos Neubauer y la viabilidad se determinó utilizando Tripan Blue (Invitrogen). La 

densidad del cultivo osciló desde 0,2.106 cels/ml en el momento de la descongelación hasta una 

densidad máxima de 2.106 cels/ml en el momento de la infección. En el momento de realizar 

una infección las células presentaban una viabilidad del 98-100% y el cultivo se encontraba en 

fase exponencial de crecimiento, es decir, duplicaba su densidad a diario. El cultivo de las 

células se llevó a cabo en las instalaciones del Servicio de Cultivos Celulares del SCIE (Servicio 

Central de Soporte a la Investigación Experimental, Universidad de Valencia). 

 

5.3 Manipulación de células de mamífero 

 

5.3.1. Líneas celulares 

 

Para la generación de extractos celulares se utilizaron células de riñón embrionario 

humanas 293. Para los estudios de citotoxicidad se utilizaron células de las líneas 

celulares de osteosarcoma humano U2OS. Los estudios in vivo de inducción de apoptosis 

se realizaron sobre la línea celular promonocítica de leucemia U937. 
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5.3.2. Medios, suplementos 

 

Las células U2OS y 293 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

médium, Invitrogen) suplementado con 10% suero bovino fetal y 100 unidades/ml penicilina y 

100 µg/ml estreptomicina. Las células crecieron en monocapa, a 37 ºC, en atmósfera de 10% 

C02. Las células U937 se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero 

bobino fetal, L-glutamna y 100 µg/ml penicilina /estreptomicina.  

 

5.4. Manipulación de baculovirus 

 

5.4.1. Construcción de baculovirus recombinantes 

 

La generación de baculovirus recombinantes conteniendo el gen Apaf-1-XL se llevó a cabo 

siguiendo el procedimiento Bac-to-Bac (Invitrogen). El cDNA de Apaf-1-XL se subclonó en el 

plásmido dador pFastBac 1, para transformar células de E. coli DH10Bac, conteniendo el 

genoma completo del baculovirus AcMNPV. En estas células se indujo la transposición dirigida 

para transferir las secuencias de Apaf-1 al genoma baculoviral. Para que la transposición 

ocurriese con  éxito, fue necesario dejar progresar el tiempo de recuperación tras el choque 

térmico (tiempo durante el cual ocurre la transposición) durante 10 horas a 37 ºC, tiempo 

superior al recomendado por el fabricante y que ha funcionado para otros genes. Posteriormente 

se detectaron los baculovirus recombinantes en las colonias transformadas de E.coli mediante 

análisis fenotípicos y genotípicos, empleando medio LB suplementado con kanamicina, el 

sustrato cromogénico Bluo-gal y el inductor IPTG, para detectar la inserción del bácmido con 

Apaf-1. Las colonias positivas (blancas) se sembraron en medio con ampicilina para eliminar el 

resto de genoma baculoviral no recombinante. Posteriormente se aisló el genoma desnudo del 

baculovirus y se encapsuló en liposomas utilizando el lípido CellFectin, siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Con los liposomas catiónicos se transfectaron células de 

insecto SF9. Se detectó la presencia de proteína a los tres días de la transfección mediante 

Western blot. 
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5.4.2. Obtención y amplificación  de stocks virales 

 

Los sobrenadantes de cultivos transfectados o infectados se centrifugaron durante 5 min, 500 

g, a temperatura ambiente para eliminar restos celulares. Para la producción de un stock viral de 

trabajo con el que realizar infecciones y obtener proteína, se inocularon 50 µl del sobrenadante 

resultante de transfectar células SF9 con el bácmido recombinante de Apaf-1 (con un título de ~ 

5.107 ufp/ml) en placas de 12 cm conteniendo una monocapa de células a una densidad celular 

de 1.106 cels/ml. Se incubó durante 1 hora el medio conteniendo los virus, tras lo cual se lavó 

este medio con tampón PBS (NaCl 0,8% (p/v), KCl 0,02% (p/v), Na2HPO4 20 mM, KH2PO4 1 

mM) para eliminar los virus defectivos que no se hubiesen internalizado. A los tres días de la 

inoculación se recuperaron los sobrenadantes de aquellas placas cuyas células mostraban signos 

de citopaticidad (Figura 14) y  se centrifugaron a 500 g, 5 min. En un segundo paso de infección 

se utilizó este caldo viral para amplificar el “stock” y obtener un stock viral de trabajo. Esta 

segunda infección se realizó en cultivo en suspensión inoculando cultivos de 300 ml de células 

SF9 ó SF21 a 2.106 cels/ml, con 1-3 ml del caldo viral anterior. Las infecciones para generar 

stock viral se realizaron por a una multiplicidad de infección baja, de 0,1 (ufp/cel) o menor. Los 

stocks virales de trabajo se mantuvieron a 4 ºC protegidos de la luz durante semanas o meses. 

Alícuotas de los stocks se congelaron y almacenaron a – 80 ºC. 

 

5.4.3. Titulación de stocks virales 

 

El título de los “stocks” virales se cuantificó mediante un ensayo en placa y detección de los 

virus con anticuerpos específicos utilizando el kit BacPAK Baculovirus Rapid Titer Kit 

(Clontech) siguiendo el protocolo que se muestra en la Figura 59. Se inocularon monocapas de 

células previamente sembradas en pocillos, con diluciones seriadas del stock. Se practicaron 

infecciones con las diluciones, dejándolas progresar 1 hora. Se eliminaron los virus no 

internalizados retirando el medio, tras lo cual el pocillo se cubrió con una capa de metil-agarosa. 

A las 45 horas de la infección los focos infecciosos se determinaron mediante un inmunoensayo, 

que utiliza un anticuerpo dirigido contra la proteína gp64 de la pared del virus, el cual es 

reconocido por un anticuerpo secundario conjugado a  peroxidasa. Un sustrato cromogénico de  
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peroxidasa reveló núcleos de color azul en las 

monocapas ensayadas y su número se cuantificó 

utilizando un microscopio óptico. 

 

Figura 59. Cuantificación del título de un “stock” de 
baculovirus mediante inmunoensayo. 

 

Título viral (ufp/mL) = nº promedio de focos por 

pocillo x factor de dilución x R 

 

 R es un factor de corrección empírico inherente al 

ensayo (Kitts y Green, 1999). 

 

5.5. Aislamiento y análisis de ácidos nucleicos 

 

5.5.1. Purificación de plásmidos de E. coli 

 

Para la obtención de plásmidos a pequeña escala se utilizaron los kits High Pure Plasmid 

Isolation Kit y QIAprep Spin Miniprep Kit de la casas comerciales Roche y Qiagen 

respectivamente. 

 

5.5.2. Subclonado del DNA que codifica para la proteína Apaf-1-XL 

 

5.5.2.1. Diseño de la construcción 

 

El cDNA que codifica para Apaf-1-XL cedido por el Dr. Gabriel Nuñez (Comprehensive 

Cancer Center, Ann Arbor, University of Michigan, USA), se subclonó desde el plásmido 

pCDNA3 en el vector lanzadera de baculovirus pFastBac 1 y el proceso que se siguió fue el 

siguiente: 

(i) Se amplificó el cDNA que codifica a Apaf-1-XL por PCR.  
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(ii) El producto de PCR se purificó utilizando columnas High Pure PCR Product Purification 

Kit (Boehringer Mannheim).  

(iii) El plásmido pFastBac 1 y el producto de PCR se linearizaron con las enzimas XhoI y 

BamHI. Primero se digirieron con un enzima, se realizó una  precipitación del DNA con acetato 

de sodio y etanol y después se digirió el DNA con la segunda enzima. Ambos fragmentos se 

purificaron mediante electroforesis preparativa utilizando agarosa de bajo punto de fusión. 

iv) Se llevaron a cabo reacciones de ligación y se transformaron células STBL2 con el producto 

de la ligación. A continuación se describen las técnicas utilizadas en cada uno de estos procesos. 

 

5.5.2.2. Reacciones de PCR 

 

Para la amplificación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) del cDNA que codifica 

Apaf-XL se diseñaron dos oligonucleótidos que permitiesen subclonar  el cDNA de Apaf-1 

como proteína de fusión a una cola de 9 histidinas C-terminal (Isogen): 

 
Oligo Bam-Apaf     5` CGA CTA GGA TTC ATG GAT GCA AAA GCT GC 3` 
 
Oligo Apaf-C9h    5’ GCA CTA CTC GAG TTA ATG GTG ATG ATG GTG ATG GTG                                      
                              GTG ATG TTC TAA AGT CTG TAA AAT ATA TAA AAT ACC 3’ 

 

Los oligos Bam-Apaf y Apaf-C9h contienen en su extremo 5’ las secuencias diana de los 

enzimas de restricción Bam HI y Xho I, respectivamente, seleccionadas para su posterior 

clonación. El oligo Apaf-C9h contiene además la secuencia que codifica para una cola de 9 

histidinas y un codón de terminación. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un 

termociclador Eppendorf Mastercycler personal. La mezcla de reacción contenía 1 ng de DNA 

molde (pcDNA3-Apaf-1-XL), dNTPs 1 mM, tampón comercial 1X con MgCl2 1,5 mM, 1,5 

unidades de Taq polimerasa (Expand High Fidelity PCR System, Roche) y oligonucleótidos 

cebadores 0,5 µM, en un volumen final de 50 µL. Tras una reacción de desnaturalización inicial 

de 1 min a 94 ºC, se efectuaron 30 ciclos de amplificación (94 ºC 30 s, 58 ºC 1 min, 74 ºC 7 min) 

y una extensión final de 10 min a 74 ºC.   
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5.5.2.3. Secuenciación del DNA 

 

La secuenciación completa del cDNA de Apaf-1-XL subclonado en pFastBac 1 se analizó en 

el Servicio de Secuenciación de DNA del SCIE, Universidad de Valencia. Para la secuenciación 

se utilizaron oligos basados en la secuencia publicada del gen de Apaf-1-XL (pubmed 

AF149794). La secuencia completa correcta se confirmó en uno de los clones analizados, con el 

que se continuó el procedimiento de construcción de baculovirus recombinantes de Apaf-1. 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación del plásmido Apaf-1-XL-pFastBac 1. 
 
 

PFastUpSeq    5’-TAA GTA TTT TAC TGT TTT CG-3’ 
Apaf 725r     5’-CAG CAT AGC TGC TCT TTG C-3’ 
Apaf 564    5’-GCA TTG GGT TTC AGT TGG G-3’ 
Apaf 1282    5’-GGA CTC TTG GGT GTT GAA AGC-3’  
Apaf 1940    5’-GGT GTT CAA AGC TGA AAC AGG-3’ 
Apaf 2005    5’-GGC CTA TCA CAT GGC CAG TGC-3’ 
Apaf 2770    5’-CTC TGC TGT AAT GTT AAA GC-3’ 
Apaf 2710    5’-CTG CTT CCT CAA ACT TTG GG-3’ 
Apaf 3435    5’-GGC ACA TCC AGT TCA CAG CCG-3’ 
PFast-Cterm   5’-GGT TCA GGG GGA GGT GTG GG-3’ 
Apaf C9 his   5’-GCA CTA CTC GAG TTA ATG GTG ATG ATG 

GTG ATG GTG GTG ATG TTC TAA AGT CTG TAA 
AAT ATA TAA AAT ACC-3’ 

 
 
 
 

5.5.3. Otras reacciones enzimáticas 

 

Para la digestión del DNA se utilizaron enzimas de restricción de Boehringer Mannheim, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La banda del vector pfastBac 1 linearizado, obtenida 

mediante electroforesis en agarosa de bajo punto de fusión (apartado 5.5.4.), se fundió a 65 ºC, 

5 min y se trató con 2 µl de enzima agarasa (AgarACE, Promega). 
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5.5.4. Electroforesis en gel de agarosa y purificación de fragmentos 

 

Las electroforesis de DNA se llevaron a cabo en el sistema de Minigeles (Mini Sub Cell GT, 

Bio-Rad), utilizando geles de agarosa (Sigma Aldrich) al 1% en tampón TAE (Tris acetato 40 

mM, Na2EDTA 2 mM, pH 8.5), con 10 mg/ml de Bromuro de etidio (Sigma Aldrich), a 90 

voltios durante aproximadamente 40 min. 

Para la obtención de fragmentos de DNA mediante electroforesis preparativa se utilizó 

agarosa de bajo punto de fusión Agarosa LM-2 (Pronadisa), el kit de purificación de fragmentos 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) y la enzima AgarACE. 

El análisis del DNA bacmídico se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa 0,5% 

conteniendo bromuro de etidio 0,5 g/ml y en tampón TAE. La electroforesis se realizó a un 

voltaje constante 23 V durante 12 horas. 

 

5.5.5. Purificación de DNA viral, PCR y secuenciación  

 

Para aislar el DNA bacmídico a partir de E. coli DH10Bac, se siguió un protocolo 

desarrollado para aislar plasmidos de alto peso molecular (<100 Kb)  (Frengen et al., 1997). El 

DNA aislado se resolvió mediante electroforesis en gel de agarosa, se identificaron las bandas 

correspondientes al bácmido por comparación con el patrón de pesos moleculares y se 

seccionaron para su posterior análisis mediante PCR. Para la amplificación del DNA se 

utilizaron los siguientes oligonucleótidos:  

 
M13 /pUC forward  5’- CCA GTC ACG ACG TTG TAA AAC G -3’    

M13 /pUC reverse 5’- AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG -3’    

 

Para la mezcla de reacción se utilizó 1 µl (~ 1 ng DNA) de la banda seccionada conteniendo 

el bácmido como molde, dNTPs 1 mM,  tampón comercial 1X con MgCl2 1,5 mM, 1,5 unidades 

de Taq polimerasa (Expand High Fidelity PCR System, Roche), oligonucleótidos cebadores  0,5 

µM, en un volumen final de 50 µL. El programa utilizado fue: 3 min de desnaturalización inicial 

a 93 ºC, 25 ciclos de amplificación (94 °C  45 s, 55 °C  45 s 72 °C, 5 min) y una extensión final 



Materiales y métodos 
 

 - 100 - 

de 10 min a 72 ºC. La secuenciación del DNA bacmídico conteniendo el gen de Apaf-1, se llevó 

a cabo en el Servicio de Secuenciación de DNA del SCIE (Universidad de Valencia) utilizando 

oligonucleótidos que se describe en la Tabla 4, apartado 5.5.2.3. El aislamiento de DNA viral a 

partir del medio de cultivos infectados se llevó a cabo mediante el protocolo descrito en 

O’Reilly (1992). 

 

5.6. Aislamiento y manipulación de proteínas 

 

5.6.1. Obtención y análisis de proteínas recombinantes 

 

5.6.1.1. Expresión de Apaf-1 en celulas de insecto 

 

Para la obtención de Apaf-1 recombinante, 300 ml de células SF9 creciendo a una densidad 

celular de 2.106 cels/ml,  se infectaron con un inóculo correspondiente a una MDI entre 1 y 3, es 

decir  3 - 9 ml de stock de título 2.108 pfu /ml. A las 40 h de infección las células se 

centrifugaron a 1000 rpm, 5 min a 4 ºC. Las células se lavaron en medio PBS frío y se 

resuspendieron en 2,5 volúmenes de tampón de lisis (Hepes (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazineetanosulóonico)- KOH 20 mM pH 8,0, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, NaEDTA 1 mM, 

EGTA (ácido etilenebis(oxonitrilo)tetraacético) 1 mM, DTT 0,1 mM y una pastilla de Complete 

Protease Inhibitor Cocktail (Roche) por cada 10 ml de tampón ó alternativamente 2 µg/ml de 

leupeptina, quimostatina y antipaina). La lisis se realizó de forma mecánica utilizando un 

douncer con émbolo tipo B (Wheaton) y mediante 10-12  golpes de lisis.  

 

5.6.1.2. Purificación de Apaf-1 

 

El lisado de células de insecto (apartado 5.6.1.1.) se inyectó en una columna  conteniendo 

300 µl de la resina Ni-NTA Agarose, (Qiagen) y se lavó con 40 ml de tampón de lavado (Hepes-

KOH 20 mM pH 7,5, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, NaEDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 0,1 

mM, PMSF 0,1 mM, NaCl 1 M, imidazol 25 mM). La proteína eluyó en 600 µl de tampón de 

elución (Hepes-KOH 20 mM pH 7,5, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, NaEDTA 1 mM, EGTA 1 
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mM, DTT 0,1 mM, PMSF 0,1 mM, imidazol 250 mM). Se utilizaron columnas Y-M10 

(Millipore) para concentrar la proteína y eliminar el imidazol. La proteína purificada se 

almacenó en alícuotas en tampón A (Hepes-KOH 20 mM pH 7,5, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, 

NaEDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 0,1 mM, PMSF 0,1 mM) 20% glicerol, a -80 ºC o 

alternativamente se sometió a un segundo paso de purificación. El segundo paso de purificación 

de Apaf-1 se llevó a cabo mediante cromatografía de filtración en gel utilizando un equipo Akta 

Prime System y una columna Superose 6 High Resolution (Amersham Pharmacia Biotech). La 

proteína eluyó a 4 ºC, en tampón (NaCl 50 mM, Hepes 20 mM pH 7,0, Chaps 0,1%, sacarosa 

5%, DTT 5 mM), con un flujo de 0,5 ml/min. Se recogieron 40 fracciones de 0,5 ml. La 

identidad de la proteína se determinó mediante Western blot.  

La cuantificación de Apaf-1 se llevó a cabo mediante ensayo colorimétrico utilizando el Bio-

Rad Protein Assay (Bio-Rad). Para realizar una curva patrón se utilizó BSA (Protein Assay 

Standard Set 2mg/ml BSA ampules, Pierce) 

 

 

5.6.1.3. Expresión in vitro de procaspasas 9 y 3 

 

Para la expresión in vitro de PC9 y PC3 se partió de los plásmidos pcDNA3-IceLap6-FLAG 

y pcDNA3-Yama, cedidos por el Dr. Vishva Dixit (Department of Pathology, University of 

Michigan, Medical School, USA). Para la expresión in vitro de las proteínas PC9 y PC3 se 

utilizó 1 µg de las construcciones: pcDNA3-IceLap6-FLAG ó pcDNA3-Yama  respectivamente 

y se empleó el kit TNT-T7 Quick coupled Transcription-Translation System (Promega) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permite expresar proteínas bajo el 

control del promotor de la RNA polimerasa de T7. Para el marcaje de las proteínas se utilizó un 

aminoácido marcado L-(35S-Metionina) (Amersham Pharmacia Biotech). La síntesis de 35S-PC9 

y 35S-PC3, se comprobó mediante SDS-PAGE, obteniendo únicamente una banda 

correspondiente a cada caspasa de tamaño molecular correcto. La síntesis de PC9 no marcada 

radiactivamente utilizando este sistema se realizó en presencia del aminoácido metionina 

provisto por el kit. El exceso de nucleótidos marcados, sales etc. en los productos de 

transcripción/traducción, se eliminaron utilizando columnas Ultrafree 10 K (Millipore) y se 
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utilizaron en reacciones de reconstitución de apoptosomas. El plásmido correspondiente al 

mutante de PC9 Cys 287 →Ser (PC9 NH) fue proporcionado por el Dr. Howard O.Fearnhead y 

la síntesis de PC9NH se realizó mediante el mismo procedimiento descrito para PC9 salvaje. 

 

5.6.2. Electroforesis y análisis Western blot 

 

Los extractos de proteínas o las proteínas purificadas se disolvieron en el tampón de 

muestras de SDS (Tris-HCl 63 mM pH 6,8,  SDS 10% (v/v), Azul de bromofenol 0,025% (p/v),  

0,5 M DTT). Las proteínas procedentes de ensayos de reconstitución de apoptosoma se 

resolvieron en geles de 16% poliacrilamida en presencia de SDS, siguiendo el método descrito 

por Laemmli (1970) y utilizando un sistema de minigeles (Miniprotean® Electroforesis cell, 

Bio-Rad) en tampón de composición: Tris 6 g/L, glicina 28,8 g/L y SDS 1 g/L.  Las 

electroforesis se realizaron a una intensidad constante de 16 mA  Los geles se tiñeron con azul 

Coomassie y en ocasiones con plata utilizando el Silver Stain Plus kit (Bio-Rad). Para el análisis 

de la proteína Apaf-1 pura se utilizaron geles de porcentaje entre 8 y 10%. 

En el análisis mediante Western blot las proteínas de los geles se electrotransfirieron a 

membrana de nitrocelulosa (Millipore) utilizando tampón de transferencia (metanol 20% (v/v), 

glicina 192 mM, SDS 0,1% (p/v), Tris-HCl 25 mM pH 8,3). La transferencia se llevó a cabo en 

el sistema Trans-blot (Bio Rad). Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon en TBS (Tris-

HCl 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM) con 5% de leche en polvo desnatada (TBSL) durante una 

hora. El anticuerpo anti Apaf-1 policlonal dirigido contra su fragmento N-terminal 

(Pharmingen), se utilizó rutinariamente a una dilución 1:5000 en TBS (leche 0,5%, BSA 1%). 

Las membranas se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo primario y se lavaron tres veces 

durante 10 minutos en TBST (TBS tween-20 0,1% (v/v)). Los anticuerpos secundarios 

utilizados fueron de cabra anticonejo conjugados con peroxidasa (dilución 1:2000) (Bio-Rad), o 

conjugados con fosfatasa alcalina (dilución 1:5000) (Bio-Rad), ambos fueron diluidos en TBS 

(leche 0,5%, BSA 1%). Los lavados se realizaron en TBST. El revelado se siguió en cada caso 

siguiendo las instrucciones del fabricante, para revelado con bioluminiscencia (ECL) y en el 

caso del anticuerpo unido a fosfatasa alcalina se utilizaron como sustratos NBT y BCIP. Este 

anticuerpo se utilizó en la caracterización de la cinética de expresión de Apaf-1. Para el análisis 
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por Western blot de la región C-terminal de Apaf-1 se utilizó el anticuerpo anti Apaf-1 

producido en pollo. Este anticuerpo policlonal está dirigido contra los aminoácidos 570-1249 de 

Apaf-1. La incubación con el anticuerpo se realizó a una dilución de 1:500 durante toda la 

noche y se utilizó anticuerpo secundario anti-pollo. Ambos anticuerpos fueron cedidos por el 

Dr. Fearnhead (Apoptosis Section, National Cancer Institute, Nacional Insititutes of Health, 

Frederick, USA). Para el análisis de las fracciones resultantes de experimentos de filtración en 

gel se utilizó un anticuerpo anti-Apaf-1 monoclonal (Alexis 18H2) dirigido contra el dominio 

N-terminal CARD de Apaf-1 (aminoácidos 1-97). 

 

5.6.3. Ensayos de pull-down 

 

Para los ensayos de pull-down se utilizó el mutante no hidrolizable de PC9 (PC9 NH): Cys 

287 → Ser (Fearnhead, 1997). La proteína PC9 NH se obtuvo mediante transcripción/traducción 

in vitro y se marcó radiactivamente mediante el mismo procedimiento que PC9 salvaje 

(apartado 5.6.1.3.). 250 ng de Apaf-1 recombinante se incubaron con  el pseudopéptido 1a en 

tampón A durante 30 min, 30 ºC, en un volumen total de reacción de 20 µl. Tras este tiempo se 

añadieron 1 mM ATP, 1 µM Cit c y 5 µl de 35S-PC9 NH y la reacción se dejó progresar 30  min 

a 37 ºC. La actividad de las reacciones se analizó tomando 1 µl de las mismas y sometiendolas a 

ensayo de activación de caspasas en extractos (apartado 5.7.2.). El resto del volumen de 

reacción se diluyó 1/10 en tampón A a 4 ºC y se mezclaron con 20 µl de bolas de níquel agarosa 

(Qiagen). Las reacciones se incubaron durante 1 hora a 4 ºC y se lavaron tres veces con tampón 

A a 4 ºC. Los complejos se resolvieron en geles de SDS-PAGE 10% y se detectó la presencia de 
35S-PC9 NH mediante autorradiografía. 

 

5.7. Ensayos de Apoptosis 

 

Los ensayos de apoptosis in vitro que miden actividad caspasa pueden dividirse en dos 

grupos: los que utilizan sustratos de caspasas, o bien el procesamiento de caspasas como 

indicador de activación. En el presente trabajo se abordaron las dos aproximaciones y se 

describen en  los apartados 5.7.1. y 5.7.2. 
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5.7.1. Ensayo de reconstitución de apoptosomas in vitro 

 

Para la incubación de los componentes del apoptosoma se utilizaron 100-200 ng de Apaf-1 

purificado mediante cromatografía de intercambio iónico (níquel agarosa), 30 ng de Cit c de 

corazón de caballo comercial (Sigma), 3 µl de procaspasa 9 transcrita y traducida in vitro 

(apartado 5.6.1.3.), en tampón A suplementado con dATP 0,1 mM y MgCl2 1,25 mM. El 

volumen total de las reacciones fue de 20 µl. En los casos en los que se analizó el procesamiento 

de PC3 se añadió PC9 no marcada y PC3 marcada radiactivamente en un volumen final de 23 

µl. Las reacciones se incubaron durante 1 hora a 30 ºC, tras lo cual se pararon mediante adición 

de 5 µl de tampón SDS 5X. Las reacciones se resolvieron en geles de poliacrilamida en 

presencia de SDS 16% y se fijaron en una solución orgánica (metanol 20%, ácido acético 5%) 

durante 30 min. Los geles se secaron en un secador de geles, SG4050 Slab Gel dryer 

(Thermosavant) y se expusieron en una pantalla intensificadora Bas-IP MP 2050 (Fujifilm). El 

análisis por autorradiografia se llevó a cabo utilizando un fosforimager FLA-300 (Fujifilm) y se 

procesaron las imágenes con los programas Image Gauge v3.12 e Image Reader v.1.0 

(FujiPhotoFilm). Las bandas se densitometraron, utilizando el programa de análisis de imagen 

Quantity One (Bio-Rad). 

Para la cuantificación de las alícuotas de Cit c se realizó un espectro entre 350 y 600 nm y se 

midió su absorbancia en el punto isósbestico A409.5. 

 

5.7.2. Ensayos de detección del procesamiento de caspasas in vitro utilizando extractos 

libres de células 

 

Para la cuantificación de la actividad caspasa se recurrió a un ensayo proteasa, que utiliza 

extractos celulares y el sustrato fluorogénico de caspasa 3 Ac-DEVD-afc (acetyl-Asp-Glu-Val-

Asp-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin) (Biomol). Este sustrato se basa en el sitio de corte de 

PC3 sobre su sustrato natural PARP (poli(ADP-ribosa)polimerasa). Se utilizaron extractos 

celulares citoplasmáticos derivados de extractos S-100, producidos en el laboratorio del Dr. 

Howard O. Fearnhead  a partir de células 293 cultivadas en monocapa. Este ensayo permite el 

análisis rápido y simultáneo de un gran número de muestras  (Fearnhead, 2001). 
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5.7.2.1. Preparación y fraccionamiento de extractos celulares 

 

 Para la preparación de extractos citoplasmáticos S-100 se utilizaron células 293. Las células 

se tripsinizaron, se lavaron en tampón PBS y se resuspendieron en 10 ml de tampón de extracto 

(PIPES (ácido 1,4-piperacindietanosulfónico) 50 mM pH 7,0, KCl 50 mM, EGTA 5 mM, 

MgCl2 2 mM, DTT 1 mM, leupeptina 2 µg/ml, pepstatina A 2 µg/ml, quimostatina 2 µg/ml, 

antipaina 2 µg/ml, citocalasina B 2 µg/ml, PMSF 100 µM). Seguidamente las células se 

centrifugaron a 500 rpm, 5 min y se retiró el sobrenadante. Las células se lisaron mediante tres 

ciclos de congelación-descongelación y se centrifugaron a 100.000 g, 60 min. El contenido en 

proteína del extracto se cuantificó, obteniéndose valores de alrededor de 30 mg de proteína por 

cada ml de extracto (Fearnhead, 1997). 

Los extractos citoplasmáticos S-100 se fraccionaron mediante cromatografía de intercambio 

iónico, para obtener extractos que contenían determinados componentes de la maquinaria 

apoptótica y carecían de otros (Figuras 60, 61). Así, en el volumen vacío de una cromatografía  

de intercambio iónico utilizando una columna Mono Q, se obtuvo un extracto llamado FT 

(“flow through”, o también llamado FT-Q en alusión a la columna Mono Q) que contenía las 

caspasas 3 y 9 y Cit c, pero que carecía de Apaf-1. En un primer paso de elución salina se 

obtuvo un extracto llamado F1, que contenía Apaf-1 pero no caspasas o Cit c. Estos dos 

extractos, FT y F1, carecían de actividad caspasa por separado, pero al combinarlos se 

reconstituía la actividad igual que para el caso del extracto total S-100. La validación de los 

extractos se realizó mediante Western blot y ensayo proteasa utilizando Ac-DEVD-afc. 

Los extractos vaciados de Cit c, FT-S, se producen a partir de la fracción de extracto FT 

mediante tres rondas de incubación con 0,25 volúmenes de SP-Sepharosa (Amersham 

Pharmacia) de dos horas de duración a 4 ºC. Tras la incubación, el extracto se centrifugó 100g, 

5 min, 4 ºC. La eliminación de Cit c de los extractos se confirmó mediante Western blot y 

ensayo de activación de caspasas, en los que se comprobó el requerimiento de adición de Cit c 

externa. 
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Figura 60. Fraccionamiento de extractos. (A) Perfil 
cromatográfico de un extracto citoplasmático S-100 
sometido a cromatografía de intercambio iónico utilizando 
una columna Mono-Q y extractos derivados a los que da 
lugar. Se indica la distribución de algunos de los 
componentes de la maquinaria apoptótica contenidos en 
cada uno de ellos. (B) Confirmación mediante Western blot 
de la composición de los extractos obtenidos (tomado de 
Howard O. Fearnhead).  
 
 

 
 
 
 

 

 

Figura 61. Esquema experimental de 
producción de los distintos extractos. 
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5.7.2.2. Ensayo fluorométrico 

 

Los extractos FT son extractos activables por ATP o dATP. En ellos las caspasas 

permanecen inactivas en forma zimógeno hasta recibir el estímulo activador. Los ensayos de 

activación de caspasas en extractos libres de Apaf-1 (FT) se realizaron por complementación 

mediante adición Apaf-1 recombinante. La valoración de la actividad caspasa 3 se llevó a cabo 

incubando 5 µl del extracto celular FT con  ATP ó dATP 1 mM a 37 ºC durante 30-60 min. Tras 

la incubación se determinó la actividad caspasa mezclando 3µl de reacción con 100 µl de 

tampón de ensayo (PBS, glicerol 10%, EDTA 0,1 mM, DTT 2 mM y Ac-DEVD-afc 20 µM). La 

medida de afc libre se realizó siguiendo el cambio de la fluorescencia excitando a 400 nm y 

midiendo a 508 nm.  

Las medidas se realizaron a 30 ºC utilizando un fluorímetro lector de placas Cytofluor 4000 

(Perspectiva Biosystems). Las medidas se realizaron por triplicado aplicando 3 µl de muestra a 

3 pocillos de la placa y el lector de placas se programó para realizar medidas continuas cada 60 

s. La tasa de formación de afc se utilizó para calcular la actividad caspasa 3 en el extracto, como 

pmoles de afc generados por minuto y por miligramo de proteína de extracto total a 30 ºC 

(pmol/min/mg) y expresada como unidades arbitrarias de fluorescencia generadas por minuto 

(UFA/min).  

 

5.8. Ensayos in vivo 

 

5.8.1. Estudios de citotoxicidad 

 

El método escogido para la evaluación de la citotoxicidad de xenobióticos está basado en la 

cuantificación de la reducción intracelular y utiliza el compuesto Alamar Blue. Alamar Blue es 

un compuesto soluble y estable en los medios de cultivo celular, no tóxico y que no altera la 

viabilidad celular. La actividad metabólica de las células cesa cuando se añade un compuesto 

tóxico a las células. Las razones de los intermediarios metabólicos como NADPH/NADP, 

FADH/FAD, FMNH/FMN aumentan durante la proliferación. Alamar Blue puede ser reducido 

por estos intermediarios metabólicos. La reducción se acompaña por un cambio de color y de las 
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propiedades fluorescentes. Al aceptar electrones, cambia de un estado oxidado, azul, no 

fluorescente, a un estado reducido, rosa y fluorescente. La medida se realizó cuantificando la 

fluorescencia. La excitación se produjo a 530 nm y la emisión se cuantificó a 580 nm. 

Para los estudios de citotoxicidad se sembraron 100.000 células U2-OS por pocillo en placas 

de 12 pocillos. Las células se incubaron con 6 diluciones seriadas de los compuestos en estudio, 

en dos series por duplicado. A las 24 horas se añadieron 20 µl de Alamar Blue a los pocillos y 

se analizó la fluorescencia.  

 

5.8.2. Inducción de apoptosis y análisis mediante citometría de flujo 

 

Tras la inducción química de la apoptosis en células U937, mediante citometría de flujo se 

midieron la exposición de PS en membranas, el potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) y 

la morfología celular. Se midieron los dos factores de dispersión de la luz FSC (“forward light 

scatter”), que es una medida proporcional al tamaño de la partícula que produce la dispersión  y 

la luz dispersada en ángulo recto (SS; “side scater”), proporcional a la complejidad de la 

estructura interna dela partícula (la granulosidad del interior celular).  

Los restos de fosfatidilserina (PS) se encuentran en el lado citosólico de las células vivas y 

durante la apoptosis pasan de la cara interna a la cara externa de la membrana citoplasmática. La 

PS puede ser detectada al incubar las células con Anexina V marcada con fluoresceína. De este 

modo la diferencia en la intensidad de la fluorescencia de los complejos constituye un indicador 

de apoptosis. Asimismo se evaluó el daño mitocondrial por tinción con DiOC6, un fluorocromo 

catiónico lipofílico es sensible al potencial de membrana  

Se indujo apoptosis en células U937 mediante adición de doxorrubicina 0,5 µM al medio de 

cultivo. A los 30 min se añadieron los peptoides: TAT (10 µM), PEN (2,5 µM), TJa (5 µM), y 

Cyc (7,5 µM). Tras ~18 horas de incubación (toda la noche) la apoptosis se analizó en las 

células, mediante citometría de flujo, utilizando un citómetro EPICS-XL (Coulter). El análisis 

se realizó mediante determinación de los cambios en la dispersión de la luz (“forward/side 

scatter”) y determinación simultánea de la exposición de PS y el ∆Ψm con annexina V-PE 

(Caltag) y DiOC6(3) (Molecular Probes), respectivamente. Las células se incubaron con DiOC 

6(3) 5nM en 200 µL en tampón de unión (Hepes-NaOH 10 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl2 
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2,5 mM) a 37 ºC durante 15 min. Tras este tiempo se añadió a  las células 1 µL de anexina V-PE 

(0,1 µg/mL) y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente. Las muestras se diluyeron 

hasta 1 mL con tampón de unión y se analizaron mediante citometría de flujo. 

 

5.9. Ensayos de polarización de la fluorescencia 

 

Para estudiar la interacción entre Apaf-1 y el peptoide 1a se sintetizó una versión 

fluorescente del peptoide 1a unido a 5’-6’ carboxifluoesceina (ε = 83.000): peptoide 1a fl. Los 

experimentos de polarización de la fluorescencia se realizaron utilizando un fluorímetro Victor2 

V 1420 Multilabel HTS Counter. Se realizaron diluciones seriadas de Apaf-1 entre 6 y 600 nM 

que se incorporaron a disoluciones de peptoide fluorescente 60 nM en un volumen total de 200 

µl. Las medidas se realizaron en placas oscuras de 96 pocillos Opti-plate (Perkin Elmer). La 

placa se incubó en el aparato durante 30 min, a 30 ºC, tras lo cual se realizó la medida y se 

grabaron los datos utilizando el software para windows Wallac 1420 Workstation. La 

profundidad de medida fue de 15 mm, el factor de corrección del aparato fue G = 1,2 y el 

tiempo de medida 0,1 s. El peptoide fluorescente se excitó a 480 nm y la emisión se monitorizó 

a 535 nm. Los valores de milipolarización (mP) obtenidos corresponden a la fórmula: 

 

                                     1000 (// – G*┴) 
                                                       mP = ----------------------- 
                                    //  + G* ┴ 
   

donde // y ┴ hacen referencia a la intensidad de la fluorescencia emitidas en sentido paralelo y 

perpendicular al haz de luz con que se excita la muestra. G es la constante del aparato y tiene un 

valor de 1,2. 

La titulación de Cit c, aldolasa, catalasa, ribonucleasa A y el dominio de tetramerización de 

p53,  mas el peptoide fluorescente se realizaron en las mismas condiciones que para el caso de 

Apaf-1. 
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5.10. Estudio con la sonda fluorescente DPH 

 

Las medidas de fluorescencia se realizaron a 20 ºC en un espectrofluorímetro Perkin Elmer 

LS-50B utilizando rejillas entre 1 y 5 nm para la excitación y la emisión, respectivamente. Los 

espectros de fluorescencia para la sonda DPH (1, 6-difenil-1, 3, 5-hexatrien) se obtuvieron 

excitando a 350 nm y midiendo a 426 nm, utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm.  Las 

soluciones “stock” de DPH se realizaron en THF (tetrahidrofurano) y se mantuvieron protegidas 

de la luz. Para la determinación de la CMC (concentración micelar crítica) de los peptoides, se 

añadieron cantidades del orden de microlitros  de una disolución concentrada de peptoide a 1 ml 

de tampón MOPS (3-(N-morfolino)-propano –sulfónico)-NaOH 5 mM pH 7,0, conteniendo 5 

µM de DPH. La fluorescencia relativa se analizó tras la homogeneización de la mezcla. La 

posible pequeña contribución de fluorescencia debida al tampón o a las disoluciones de peptoide 

se utilizó como línea base y se sustrajo en todos los experimentos. 

 

5.11. Cribado de quimiotecas combinatorias 

 

El cribado de la quimioteca de peptoides se realizó partiendo de mezclas de compuestos a 

una concentración de 1 mg/mL en PBS 5% DMSO. Las mezclas se ensayaron  a una 

concentración final en el ensayo de 0,2 mg/mL, en un volumen final de 20 µl en tampón A. Se 

realizó una preincubación de Apaf-1 con las mezclas de pseudopéptidos durante 30 ºC, 30 min, 

en un volumen de 16 µL, tras lo cual se adicionó Cit c y PC9 completando 20 µL. Las 

reacciones se dejaron progresar 1 hora a 30 ºC, y se sometieron a PAGE y a autorradiografía 

como se describe en el apartado 5.7.1. 

Para determinar el porcentaje de activación de PC9 se cuantificó la intensidad de  las bandas 

de zimógeno (PC9) y p35 utilizando el programa de análisis de imagen Quantity One de Biorad. 

El porcentaje de activación relativo a cada mezcla se calculó tomando el valor de la densidad 

óptica correspondiente a la banda p35 respecto a la suma de las bandas de PC9 y p35.  
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Los valores de los porcentajes de activación relativos a cada mezcla se normalizaron 

respecto a los controles positivo y negativo, considerándose estos el 100 % y 0% de activación, 

respectivamente y se calcularon los valores correspondientes al inverso del porcentaje de 

activación, mediante la expresión: 

 

 

 

 

Siendo %Activación C+ y % Activación Mezcla los porcentajes de activación correspondientes a 

las reacciones del control positivo y las mezclas, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1/ % activación =
% Activación C+

% Activación Mezcla x 100
1/ % activación =

% Activación C+

% Activación Mezcla x 100

% activación =
D.O. p35  x 100

D.O. PC9  + D.O. p35 
% activación =

D.O. p35  x 100

D.O. PC9  + D.O. p35 



Materiales y métodos 
 

 - 112 - 

 
 



 
 

 - 113 

Discusión 
 

La demostración de una conexión clara y directa entre la desregulación de la apoptosis y 

procesos patológicos ha suscitado la necesidad de identificar nuevos compuestos que modulen 

la maquinaria apoptótica. El conocimiento de la apoptosis ha sufrido un progreso espectacular 

desde el descubrimiento de la existencia de un programa de muerte celular fisiológica en 

C.elegans, hace 18 años. A medida que se ha ido adquiriendo conocimiento en este campo de la 

biología, se han ido definiendo un número de proteínas clave sobre las que actualmente se está 

investigando como punto de control diana para modular el proceso apoptótico con fines 

terapéuticos en un amplio espectro de enfermedades. 

Entre las dianas farmacológicas moduladoras de la apoptosis se escogió el apoptosoma por 

su reciente descripción como complejo iniciador de la cascada de caspasas y apoptosis 

mitocondrial. Uno de los objetivos de este trabajo fue la puesta a punto del ensayo que 

permitiese el análisis funcional del apoptosoma in vitro, a través de la activación de PC9, 

utilizando sus componentes purificados. En general las menciones relativas al ensayo de 

reconstitución de apoptosomas in vitro han sido escasas en la literatura, fundamentalmente 

porque solo los grupos de investigación de los Dres. Xiaodong Wang, George McLendon, Emad 

Alnemri y Jim Wells han publicado trabajos con la proteína Apaf-1 recombinante. La mayoría 

de los trabajos publicados que estudian la fisiología de Apaf-1 utilizan ensayos con extractos en 

los que Apaf-1 se encuentra en combinación con otras proteínas. 

El primer paso para la puesta a punto del ensayo que permitiría analizar el procesamiento de 

PC9 en el apoptosoma fue la obtención de Apaf-1 recombinante y activo en cantidades 

suficientes para llevar a cabo ensayos funcionales. Para ello se procedió a la construcción de 

baculovirus recombinantes de Apaf-1, a la caracterización de su cinética de la expresión en 

células de insecto, a compatibilizar la calidad funcional de la proteína con el rendimiento 

requerido utilizando este sistema y a comprender el comportamiento in vitro de la proteína. 

Desde el inicio del presente trabajo hasta la actualidad, el contexto en el que se enmarca el 

apoptosoma en la fisiología celular se ha ido perfilando paralelamente a la adquisición de 

nuevos conocimientos en el campo. Así, durante su desarrollo, se han descrito nuevas moléculas 
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moduladoras del apoptosoma y mecanismos de regulación desconocidos con anterioridad, se 

han descrito las distintas isoformas de Apaf-1 y su función y se ha descrito la existencia de 

distintas formas del complejo en células. También se ha cuestionado si el papel del apoptosoma 

sería el inicialmente propuesto como iniciador de la apoptosis mitocondrial o se trataría de un 

complejo amplificador de la señal apoptótica una vez ésta ha comenzado. Estos factores han 

tenido que ser tomados en cuenta durante el transcurso del trabajo para adaptar su desarrollo a 

las nuevas aportaciones científicas. Ello implicó el descartar la isoforma no funcional de Apaf-1 

entre las proteínas en curso para expresar en baculovirus así como la revisión del tamaño de los 

apoptosomas formados durante la oligomerización del Apaf-1 obtenido en nuestro laboratorio. 

En algunas publicaciones se ha postulado que en el ensayo de reconstitución de apoptosomas in 

vitro un  95 % de los apoptosomas que se formaban lo hacían en su versión inactiva de 1,4 MDa 

(Cain et al., 2000). En nuestras condiciones de laboratorio no se observó una tendencia del 

Apaf-1 producido hacia la formación preferente del apoptosoma de mayor tamaño, siempre y 

cuando el sistema se encontrase perfectamente definido en las condiciones óptimas, que 

implicaban que la proteína Apaf-1 de partida correspondiese una población molecular de alta 

proporción de Apaf-1 monomérico. Sí se observó tendencia a la agregación y pérdida de 

función de Apaf-1 proporcional al tiempo que se mantuviese a temperaturas iguales o superiores 

a 30 ºC. 

El siguiente de los objetivos planteados en este trabajo fue la identificación de moléculas 

moduladoras de la formación o actividad del apoptosoma que pudiesen afectar a las 

interacciones entre las distintas proteínas que forman el holoenzima. La aproximación que se 

planteó fue por un lado, el uso de la química combinatoria para la identificación de moléculas 

cabeza de serie y por otro el diseño de péptidos basados en la información disponible a cerca de 

la estructura de las proteínas que componen el apoptosoma. 

En el inicio de este trabajo no existían precedentes en la literatura de compuestos 

moduladores de la apoptosis, cuya diana de acción fuese el apoptosoma. Actualmente existen 

moléculas identificadas a partir del cribado de quimiotecas de compuestos orgánicos que activan 

o inhiben la formación del apoptosoma en células. La utilización de ensayos en extractos como 

base de partida para su identificación implica que no se conoce la diana de actuación de tales 

compuestos, o si se conoce, se sabe que modulan la actividad del apoptosoma mediante la 
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interacción con otros componentes reguladores del complejo. Por lo tanto, este trabajo aporta la 

novedad de la identificación de un modulador cuya diana de inhibición es el apoptosoma y la 

demostración de su interaccion física con Apaf-1.  

De las tres quimiotecas que se ensayaron únicamente se detectaron compuestos activos en la 

de pseudopéptidos. Se definieron varias aminas en cada una de las tres posiciones, rescatándose 

una familia de siete peptoides a partir de una diversidad inicial de 5.120 moléculas. En concreto 

cuatro de los pseudopéptidos compuestos por las aminas A15 y A20 presentaron los mejores 

perfiles de inhibición del procesamiento de PC9 in vitro (IC50 = 20 µM). La estructura primaria 

de estos compuestos hizo que por su hidrofobicidad se planteasen problemas de 

reproducibilidad en los ensayos de actividad por lo que se diseñaron y sintetizaron análogos del 

peptoide N-15-20-15-C. Los análogos sintetizados introducían un residuo cargado que 

aumentaba su solubilidad sin alterar sus propiedades biológicas (peptoide 1a: N-10-22-15-20-

15-C). Asimismo se sintetizó una versión del peptoide 15-20-15 que incorporaba una deleción 

del residuo 15 C-terminal (peptoide 1d: N-10-22-15-20-C) y que resultó ser menos activo 

poniendo de manifiesto la importancia de la diclorofenetilamina en la actividad biológica. Este 

hecho se constató ya desde los primeros ensayos de la quimioteca en los que las mezclas 

definidas con esta amina siempre mostraron actividad inhibidora. Además, en una de las pocas 

moléculas definidas como moduladores del apoptosoma, también aparece el grupo 

diclorobencilo formando parte de la molécula indicando que moléculas conteniendo un grupo 

diclorobencilo son capaces de activar la apoptosis induciendo la formación del apoptosoma en 

extractos libres de células y que además tienen actividad citostática y citotóxica en un amplio 

espectro de líneas celulares (Nguyen et al., 2003). Estos compuestos actúan mediante un 

mecanismo desconocido que disminuye el umbral de Cit c requerido por el apoptosoma para 

oligomerizar.  

La quimioteca de péptidos conformacionalmente definida en horquilla ß se cribó utilizando 

un formato de ensayo que permitía analizar la presencia de moléculas con actividad inhibidora. 

La quimioteca de hélices α se cribó con el objetivo de encontrar moléculas capaces de promover 

la activación de caspasas independiente de Cit c. En este cribado no se añadió Cit c al ensayo. 

Podrían considerarse otras versiones de cribado en el futuro basadas en la búsqueda de 

moduladores capaces de disminuir el umbral de Cit c necesario para activar el apoptosoma y la 
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activación de caspasas, en las que las mezclas en el ensayo contengan cantidades limitantes de 

Cit c. 

Los péptidos sintetizados y diseñados a partir de la estructura de Cit c no modificaron la 

actividad del apoptosoma in vitro en las condiciones ensayadas. Aunque quedan abiertas 

cuestiones acerca de la actividad del hemopéptido, los resultados del cribado de la quimioteca 

de hélices α, junto con los resultados obtenidos del ensayo de péptidos derivados de la 

estructura de Cit c, dan la idea de que para activar la oligomerización de Apaf-1 independiente 

de Cit c actuando como miméticos del mismo, habría que recurrir a moléculas de mayor 

entidad, dado que la superficie de interacción de Cit c con Apaf-1 es extensa. En el futuro, a 

medida que se aporten nuevos conocimientos estructurales del apoptosoma se podrá ampliar el 

marco de diseño racional de moléculas capaces de interferir a nivel de las distintas interacciones 

proteína-proteína que gobiernan la fisiología del apoptosoma. 

Los resultados de inhibición obtenidos con los peptoides en el ensayo de reconstitución 

utilizando componentes purificados se validaron en extractos celulares de mamífero. Además 

los extractos se utilizaron en combinación con el ensayo de reconstitución de apoptosomas en el 

análisis del mecanismo de inhibición de Apaf-1 por el peptoide 1a. A pesar de que los 

resultados disponibles no permiten asignar a los pseudopéptidos un mecanismo definido a nivel 

molecular, es posible proponer diversas hipótesis acerca de la acción de los pseudopéptidos. En 

primer lugar, la inhibición tiene lugar entre los procesos de oligomerización y la captación de 

caspasa 9 por el oligómero. La fácil manipulación de los componentes del apoptosoma en el 

ensayo de reconstitución permitió un inicio de disección del mecanismo de acción de los 

pseudopéptidos indicando que la inhibición se producía independientemente del estado de 

oligomerización de Apaf-1, con lo que se descartó una acción de los peptoides a través de la 

inhibición de los procesos de unión de Cit c o de oligomerización. Otro experimento 

complementario que apoyó este resultado consistió en el aislamiento mediante filtración en gel 

de apoptosomas activos oligomerizados en presencia de Cit c y ATP correspondientes a un peso 

molecular de aproximadamente 700 kDa y posterior ensayo de inhibición con el peptoide 1a. 

Los complejos de este peso molecular corresponden a la forma del apoptosoma 

mayoritariamente activa en células. Se observó que los apoptosomas oligomerizados de 700 

kDa resultaron ser inhibibles por el peptoide 1a. Asimismo, la independencia del ATP para la 
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inhibición apoyarían la hipótesis de una inhibición en un paso posterior a la oligomerización de 

Apaf-1. 

El hecho de que la inhibición de la activación de caspasas se reprodujese reconstituyendo la 

activación por complementación de fracciones de extracto FT con extracto F1 (conteniendo 

Apaf-1 endógeno) apoyó la idea de que la diana molecular de los peptoides son las moléculas de 

Apaf-1 y sugirió que si los peptoides eran internalizados adecuadamente era posible que 

tuviesen un efecto in vivo. Los resultados obtenidos mediante experimentos de polarización de 

la fluorescencia utilizando un análogo fluorescente del peptoide 1a demostraron que la diana de 

inhibición de estos compuestos son las moléculas de Apaf-1, obteniendo una constante de unión 

de Kd 57 ± 12 nM. Se trata del primer caso descrito de interacción directa de una molécula 

moduladora artificial con la proteína Apaf-1.  

El valor de Kd resultante del experimento de polarización de la fluorescencia contrasta con 

los resultados obtenidos en los experimentos de dilución seriada en los ensayos de 

reconstitución y en extractos, en los que se obtenían valores de IC50 para el peptoide 1a del 

orden de 20 µM según ensayos de reconstitución de apoptosomas y 10 µM en ensayos de 

activación en extractos. Es posible que exista una unión inespecífica del peptoide con 

componentes del lisado de reticulocitos o del extracto de 293, con lo que la concentración 

efectiva del compuesto disponible para interaccionar con Apaf-1 sería menor que la 

concentración real de compuesto presente. 

Se realizaron experimentos para estudiar si el pseudopéptido 1a tenía un efecto sobre la 

formación de un apoptosoma de 700 kDa o de 1,4 MDa, favoreciendo la formación de un 

apoptosoma de mayor tamaño y menor actividad. Los resultados mostraron variabilidad en 

relación a las condiciones experimentales utilizadas no permitiendo llegar a una conclusión 

acerca de si los peptoides afectaban la maduración del apoptosoma o a la formación preferente 

de un tipo determinado de complejo, emplazando a futuros experimentos la respuesta a esta 

cuestión. 

Además, en el presente trabajo se ha demostrado que los apoptosomas expuestos a 

concentraciones inhibitorias de peptoide 1a no son capaces de captar PC9 en el apoptosoma o 

conservarla unida. Habría que considerar aquí la posibilidad de que el pseudopéptido 1a 

indujese un cambio conformacional en Apaf-1, que impidiese el posterior reconocimiento de 
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PC9 por parte de Apaf-1. Este cambio conformacional afectaría mayoritariamente (directa o 

indirectamente) al dominio CARD de Apaf-1 impidiendo la unión de PC9 en el apoptosoma. La 

cinética de la interacción Apaf-1-pseudopéptido 1a es lenta, de unos 5-10 min, lo que podría 

apoyar la hipótesis de que el peptoide indujese un cambio conformacional en una proteina de 

tamaño considerable como Apaf-1. Otra posibilidad sería que el peptoide se uniese a una región 

de Apaf-1 receptiva a inhibidores celulares, no descritos hasta el momento. En estudios in vivo 

realizados sobre extractos de líneas celulares tumorales de ovario SKOV-3 se ha detectado 

incapacidad de activar PC3 inducida por Cit c y ATP. En estos extractos Apaf-1 es capaz de 

oligomerizar, pero incapaz de unir o retener PC9 en el apoptosoma lo que indica la existencia de 

un mecanismo de regulación del apoptosoma adicional a nivel de la captación o retención de 

PC9 en el complejo todavía no caracterizado (Liu et al., 2002). 

Los peptoides 1a y 1d se testaron respecto a su toxicidad celular utlizando un panel de 

células de osteosarcoma humano con el resultado de que concentraciones mayores de 20 µM 

resultaban citotóxicas. Dada la elevada toxicidad observada y el desconocimiento de la 

internalización o no de los compuestos, posteriormente se amplió la colección de análogos del 

pseudopéptido N-15-20-15-C sintetizándose una versión ciclada del mismo, y dos versiones en 

las que el peptoide activo se incorpora covalentemente unido a las secuencias peptídicas de 

internalización celular; TAT y penetratina, así como a una secuencia de naturaleza 

pseudopeptídica igualmente diseñada para facilitar el acceso al interior de las celulas. El 

conjunto de estos pseudopéptido se analizaron en un modelo “in vivo” utilizando células de 

leucemia humanas. Cuando se tratan células U937 con el agente citotóxico doxorrubicina se 

induce apoptosis mediada por daño a DNA que implica a la mitocondria obsevándose 

despolarización y aparece fosfatidilserina (PS) expuesta en la cara exterior de la membrana 

celular. La incubación de los peptoides Cyc, TJa, y PEN no alteró la caída del potencial de 

membrana mitocondrial inducido por doxorrubicina. Sin embargo el tratamiento con los 

peptoide Cyc, PEN, TAT y TJa disminuyó la exposición de PS considerablemente. El 

tratamiento con peptoide TJa 5 µM y TAT 10 µM inhibió la exposición de PS en membranas en 

su totalidad. En el caso de caso del tratamiento con  los peptoides Cyc 7,5 µM y PEN 2,5 µM se 

previno además la pérdida de la viabilidad celular confirmando su efecto protector frente 

apoptosis. La inducción de la caída del potencial de membrana inducida por doxorrubicina, 
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indicarían una inducción de la apoptosis mitocondrial y la consiguiente desestabilización de la 

mitocondria. La reducción parcial o total de la exposición de PS estaría en concordancia con una 

posterior inhibición de la activación de caspasas. Este resultado indica un efecto protector por 

parte de los peptoides activos frente al fenotipo apoptótico de que es responsable la activación 

de caspasas. Estos dos resultados conjuntamente indicarían que, a pesar de la desestabilización 

de la mitocondria los efectos de la activación de caspasas en células pueden ser bloqueados si se 

inhibe la activación del apoptosoma. 

De nuevo, la posibilidad de interacción del compuesto con componentes del medio de 

cultivo (suero) o celulares añade incertidumbre acerca de cual es la concentración efectiva de 

compuesto que llegó a exponerse la diana en los ensayos in vivo. Por otro lado, la no 

internalización del peptoide, podría tener un efecto sinérgico con la citotoxicidad, al favorecer la 

interacción de los pseudopéptidos con componentes de la membrana celular.  

Los resultados in vivo obtenidos en células de leucemia están de acuerdo con el efecto 

esperado de inhibición del apoptosoma, y validan la diana del apoptosoma como freno de la 

activación de caspasas y por tanto del fenotipo apoptótico que de ello se deriva.  

En conclusión se ha identificado una familia de peptoides que unen Apaf-1 e inhiben su 

actividad biológica mediante la inhibición de interacciones proteína-proteína. Este hecho es 

destacable puesto que en la actualidad, en los programas de descubrimiento de nuevos fármacos, 

se plantea la modulación de interacciones proteína-proteína como base de una posible mejora a 

nivel de especificidad de nuevos fármacos. El problema es como modular con moléculas 

pequeñas superficies de interacción proteína-proteína superiores a 800 Å. En este caso, los 

resultados apuntan a que los peptoides activos identificados impiden el reclutamiento de PC9 

por Apaf-1 que se establece a través de la interacción de los dominios CARD. Por tanto los 

peptoides deben inducir un cambio conformacional que impida dicha interacción. Una cuestión 

adicional es la validez de la diana y si es posible la recuperación de células desde una caída de 

potencial de membrana en mitocondrias. Los inhibidores de Apaf-1 constituyen una herramienta 

molecular para estudiar el papel del apoptosoma en distintos tejidos y utilizados en terapia 

conjunta con inhibidores de caspasas, podrán en un futuro constituir una esperanza para aquellas 

enfermedades en las que un exceso o desregulación de la apoptosis adquiere niveles patológicos. 
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Conclusiones 
 
 
 

1 Se ha conseguido obtener la proteína Apaf-1 recombinante activa y poner a punto la 

reconstitución de apoptosomas en un ensayo in vitro. 

 

2 A través del cribado de la diversidad química que proporciona la quimioteca de 

peptoides se ha identificado una familia de pseudopéptidos cabeza de serie que 

inhiben la activación de caspasas dependiente del apoptosoma. 

 

3 Procedimientos de química médica han permitido el diseño de análogos de los 

pseudopéptidos identificados, entre los cuales.  

3a﴿ el peptoide 1a fl, análogo fluorescente del peptoide 1a fusionado a 

carboxifluoresceína, ha demostrado unión física con Apaf-1. 

                   3b )  los peptoides 1a, 1b y 1d han mejorado sus propiedades de solubilidad y                              

                   reproducibilidad de su acividad biológica. 

 

 4 Los peptoides TJa, PEN, TAT y Cyc han mostrado protección frente a apoptosis 

inducida por doxorrubicina en células U937. 
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