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Introduccién

1. Apoptosis
1.1 Definicién

En 1972 John Kerr de la universidad de Queensland incorporé el
término apoptosis (del griego “caida de hojas de los arboles”) al panorama
cientifico para distinguir una muerte espontanea, sin control e inesperada, de
una muerte con procesos y caracteristicas definidas [1]. La apoptosis es un
programa de muerte celular controlado, responsable de la eliminacién de
células del organismo que no son necesarias o estan dafiadas [2]. Se trata de un
proceso altamente conservado desde los nematodos hasta el ser humano y
trata de evitar la liberaciéon del contenido celular al medio (necrosis) y en
consecuencia, la activacidn de la respuesta inflamatoria [3]. No obstante, se
han caracterizado otros tipos de muerte celular que pueden compartir
caracteristicas entre si y que en ocasiones pueden darse de manera simultanea

(Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de las principales caracteristicas de los diferentes tipos de muerte
celular (modificado de [4]).

Redondeamiento de las células

Reduccién del volumen celular y nuclear
Apoptosis Fragmentacién nuclear

No existe destruccién de la membrana celular

Condensacién de cromatina

No existe condensacién de cromatina
. Alta vacuolizacién del citoplasma

Autofagia B i L
Formacién de vesiculas autofagicas de doble membrana

Poco o nula accién de la células fagociticas in vivo

Hinchamiento del citoplasma

. . Ruptura de la membrana plasmatica
Necrosis/Necroptosis i i . »
Agrandamiento de organulos citoplasmaticos

Moderada condensacién de cromatina

L Micronucleacién
Catastrofe mitdtica ) B
Multinucleacién

Eliminacién de organulos citosélicos
Cornificacién Modificacién de la membrana plasmatica

Exposicion de lipidos en el espacio extracelular
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1.2 Cambios morfolégicos y bioquimicos durante la apoptosis

Los cambios morfolégicos que se dan durante el proceso de apoptosis
se caracterizan por alteraciones a nivel nuclear (condensacién del nicleo y de
la cromatina) y en la membrana plasmaética (redondeo de la célula y reduccién
del volumen celular) (Figura 1). Los cambios nucleares incluyen el aumento de
la densidad de la cromatina que comienza formando parches alrededor de la
membrana nuclear debido a la rotura de la misma. Por otro lado, los cambios
en la membrana plasmatica hacen que la célula disminuya de tamafio y se
redondee. Se generan unas estructuras a modo de pequefias evaginaciones
esféricas, surgidas a partir de la membrana (llamadas b/ebs), que le confieren a
la célula un aspecto de “palomita de maiz” en los ultimos estadios. Cuando la
célula pierde practicamente su identidad y se produce la unién de restos
citoplasmaticos con el contenido nuclear recibe el nombre de cuerpos

apoptéticos [5].

A nivel bioquimico, se dan principalmente tres cambios: a) activacién
de las caspasas, b) rotura del ADN y degradacién de proteinas y c) cambios en
la membrana celular que contribuyen al reconocimiento por las células
fagociticas [6]. La activacién de la maquinaria celular para llevar a cabo el
programa de apoptosis y la amplificacién de la ruta de sefializacién, confluyen
en la familia de proteasas denominadas caspasas que ejecutan la apoptosis
hidrolizando proteinas clave [6]. Las caspasas son proteasas que hidrolizan el
enlace peptidico en el C-terminal de un aspartico de la cadena polipeptidica.
Actualmente, se han descrito 14 miembros de esta familia de proteasas,
clasificadas en caspasas iniciadoras o efectoras que son sintetizadas en la
célula como moléculas inactivas en forma de zimégeno o proenzima que
requieren ser activadas. En las fases finales de apoptosis ocurre una pérdida de
la asimetria de la membrana caracterizada por la externalizacién de la
fosfatidilserina induciendo una sefial de reconocimiento por células del

sistema inmunitario. El ADN se hidroliza por endonucleasas, a su vez activadas

4
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por caspasas, formando fragmentos de 50 a 300 kilobases, deteniéndose asi el
proceso de transcripcién. Finalmente, todos estos procesos estan activados
concomitantemente y finalizan con la muerte celular y la endocitosis de los

cuerpos apoptoéticos por las células fagociticas.

Nucleo '
777’ ’ CélulaNormal
Organelas—— | 0
Blebs ‘ | Blebs
Se forman f j\\ ’ Se forman
pequefias ‘ ’ pequefias blebs
blebs.Cambia ‘ .
laestructura
del nicleo 0 - @ @
~ ~ i
Las blebsse hace //. ™ "/ \ Elnicleoy ADN
mas notorias, las ’ ® ) comienza a
organelasno se g ' 8 * ... fragmelmalse. Las
localizanen las organelasse
blebs ®o® O ‘ .. localizanen blebs
L b @ Sedalaf i6
amembrana e dalaformacién
celularse rompey ‘ ’ ?\ {ﬂ de cuerpos
liberatodoel apoptéticos
contenido al G ® ® ..G ‘.:\
espacio extracelular
Y J ( Y J
Necrosis Apoptosis

Figura 1. Esquema de las principales diferencias morfolégicas entre apoptosis y
necrosis.

1.3 Rutas de activacién de la apoptosis

La apoptosis puede ser iniciada por diferentes estimulos. Agentes
infecciosos o cancerigenos, téxicos, la irradiaciéon, cambios de temperatura,
isquemia y procesos degenerativos son algunos de dichos estimulos [7, 8].
Dependiendo de la naturaleza del estimulo inductor se pueden activar dos vias

candnicas de apoptosis: la via extrinseca y la via intrinseca (Figura 2).
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Ligands (FasL,
Apo2L/TRAIL..)

Rutasde sefializaciénde la apoptosis ;
RutaExtrinseca o
receptor

Adaptado de Orzaez er a/(2009) ChemMedChem 4, 146

FADD
Rutalntrinseca DISC ? %

%‘Sp, Bcl-2, BeIXL /\

LS tBid
_‘6 * o Procaspasas8,10
J
g N 5 Bid
o &3
S | - f
— @ /> CARD
= " Qo o
S e Gt = \ % X Caspasas8,10
Apaf-1 °

a Noxa - \
Bcl-2, Igle_ ‘. \ t » \ p,?asg”3,7
@ J l
Procaspasa9 ﬁﬁ

Dafioal ADN . Z4s
Estimulo apoptético
Caspasas3,7

Figura 2. Representacién de las principales rutas canénicas de apoptosis.

1.3.1 Via extrinseca de apoptosis

La via extrinseca, o via mediada por receptor, se activa cuando un
determinado ligando externo se une en la membrana a su receptor de muerte
correspondiente (DR, por sus siglas en inglés). Los receptores de muerte mejor
conocidos son TNFR1 (receptor 1 del factor de necrosis tumoral), Fas (también
conocido como CD95) y TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con
TNF)-R1 y R2 cuyos ligandos son TNF, FasL y TRAIL, respectivamente. La unién
del ligando induce la oligomerizacién del receptor y la transduccién de sefial a
través del reclutamiento del complejo DISC (complejo de sefalizacién
inductor de muerte). De forma general, el complejo estd formado por
proteinas adaptadoras como FADD (dominio de muerte asociado a Fas) que
forman wuna plataforma de reclutamiento de procaspasa-8 y 10.

Posteriormente, la procaspasa-8 es activada proteoliticamente y liberada del

DISC al citoplasma formando un heterotetrimero de dos subunidades

6
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pequefias y dos grandes. La caspasa-8 a su vez, activa a procaspasa-3 y -7,

encargadas de ejecutar el proceso de muerte celular [2, 9].

1.3.2 Via intrinseca de apoptosis

Cuando una sefial interna como un dafio al ADN, la presencia de
especies reactivas de oxigeno (ROS) o altas concentraciones de calcio
citosélico Ca*?, es percibido por la célula se producen cambios en la familia de
proteinas Bcl-2 (Familia de proteinas derivadas del protooncogen Bcl-2) que
en conjunto, promueven la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial (MOMP) y la liberacién de factores proapoptéticos. Una de las
proteinas liberadas al espacio citosélico es el Citocromo c¢ (Cit ¢), el cual
interactda con la proteina activadora de apoptosis (Apaf-1) y procaspasa-9
(pc9) dando lugar a un macrocomplejo molecular llamado apoptosoma. Este
complejo activa caspasa-9 y éste a su vez, promueve la activacién de las

caspasas efectoras -3 y -7, desencadenando el proceso de muerte celular [2].

La MOMP es un proceso regulado por la familia de proteinas Bcl-2,
cuyos miembros pueden ser anti o proapoptéticos. Se clasifican de acuerdo a
su funcién y la mayoria de los procesos apoptéticos que tienen lugar en la
mitocondria estan regulados por el equilibrio entre los diferentes miembros de
esta familia. Todos ellos presentan en su estructura al menos uno de los cuatro
dominios conservados denominados dominios de homologia con Bcl-2 (BH) y
que se enumeran desde BH1 a BH4. Actualmente, se ha demostrado que el
dominio BH3 determina el papel proapoptético mientras que el resto de
dominios la actividad antiapoptética (Figura 3). Cabe mencionar que existen
una serie de proteinas que presenta solamente el dominio BH3 (BH3-only). Su
funcién esta fuertemente controlada a nivel transcripcional debido a que, ante
un estimulo apoptético, estas proteinas se comportan como activadores

directos de toda la ruta de sefializacién apoptética.
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Antiapoptéticas

Bcl-2
Bel-xL
Bcl-W
Mcl-1
Bcl-2A1
Bcl-B

Proapoptoticas
BAX

BAK
BOK

BH3-only

BIK
HRK
BIM
BAD
BIM
PUMA
NOXA
BMF

Figura 3. Representacién esquematica de los dominios presentes en los diferentes
miembros de la familia de proteinas Bcl-2.

Por otro lado, y como se ha mencionado anteriormente, las caspasas
son una familia de proteasas encargadas del desmantelamiento celular. Estas
proteinas presentan una estructura bien definida: un dominio N-terminal muy
variable tanto en su secuencia como en su longitud y al que se le atribuyen
funciones de requlacién y activacién; y una regién catalitica formada por dos
dominios, uno grande y otro pequefio, que daran lugar a las dos subunidades

de la enzima una vez hidrolizada (Figura 4) [10].



Introduccién

Caspasasinflamatorias

NH, "m0 | B cooH

( caspasas: 1,4,5,11,12,13y 14 )

Caspasasiniciadoras

NH,-[_cao |- S cooH

[ Caspasas: 2y 9 ]

NH,-[ o0 }{ oo | S cooH

[ Caspasas: 8y 10 ]

Caspasas ejecutoras
NH——— S —cooH

[ Caspasas: 3,6 y7 ]

Subunidad grande
@ subunidad pequefia
E=3Prodominio

Figura 4. Estructura general de la familia de las caspasas. La familia de caspasas se
clasifican en 2 grupos: las caspasas inflamatorias y las iniciadoras con prodominios
grandes y las caspasas efectoras con prodominios pequefios.

Las caspasas se dividen en dos grupos segtn la longitud de su regién
reguladora N-terminal o prodominio. Las caspasas con prodominio largo como
son la -1,-2, -4, -5, -8, -9 y -10 parecen estar involucradas en funciones de
regulacién de la activacién, tanto de la ruta apoptética (caspasas iniciadoras -
8, -9y -10) como de inflamacién (-1, -4 y -5). El segundo grupo esta compuesto
por las caspasas con prodominio corto como son las caspasas -3, -6 y -7, las
cuales son responsables del desmantelamiento celular una vez activadas por

las iniciadoras.

1.4 El apoptosoma: componentes y regulacién celular

El apoptosoma fue descrito por primera vez por el laboratorio de
Wang [11] como un complejo formado por la proteina Apaf-1, Cit cy el
cofactor dATP/ATP, que recluta y activa pc9. El Cit ¢ (14 kDa) en condiciones
homeostaticas se localiza en la membrana interna y en el espacio

intermembrana mitocondrial donde transporta electrones entre los complejos
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[ll'y IV de la cadena respiratoria. Cuando MOMP es activada el Cit ces liberado

al citosol.

Apaf-1 (130kDa) es considerado el componente central del
apoptosoma. Contiene tres dominios diferenciados: un dominio CARD
(dominio de reclutamiento de caspasas) en el extremo N-terminal responsable
de la interaccién con el dominio CARD de pc9, un dominio central (NOD) de
oligomerizacién y unién a nucledtidos (dATP o ATP) y de 12 a 13 repeticiones
WDA40 en el extremo C-terminal, responsables de la interaccién con Cit cy de
la formacién de una estructura heptamérica (Figura 5) [12]. Existen cinco
isoformas de Apaf-1 que se dividen en activas y no activas, las primeras se

caracterizan por la por la presencia de un dominio WD40 extra (Figura 5) [13].

| NOD HUNHHWNUWHHHNNF—C

1aa WD40 1244aa

Figura 5. Esquema de los dominios de la proteina Apaf-1.

La formacién del apoptosoma se desencadena con la liberacién desde
la mitocondria del Cit ¢ mediada por la familia Bcl-2. Una vez liberado, el Cit ¢
se une a Apaf-1 a través de los dominios WD40. En condiciones de inactividad
el dominio CARD esta secuestrado por dos de los dominios WD40. La unién de
Cit c y el intercambio de una molécula de dATP/ATP en el dominio NOD
provocan la oligomerizaciéon del complejo. Finalmente pc9 se recluta y se
autoprocesa dando lugar a su forma activa que es capaz de activar a caspasas
efectoras como caspasa-3 [9, 14]. La estructura del apoptosoma, descrita por
crio-microscopia electrénica, revela una forma de “rueda”. El dominio de unién
de nucleétidos y siete dominios CARD estan localizados en el eje central

mientras que las repeticiones WD40 representan los radios de la rueda (Figura

6) [15, 16].
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NOD
Apaf-1

WD40 Cité d.ATP/ATP ‘r,’e
wllf N 5L 83> 2.0 —»%&g*ﬁ

Oligomerizaciondel
Apoptosoma

N 4
Reclutamientode
Caspasa-9

Figura 6. Modelo de formacién del apoptosoma. La interaccién con Cit cy la unién de
una molécula de dATP inducen un cambio conformacional en Apaf-1 que promueve la
oligomerizacién y reclutamiento de pc9 para su activacién.

Se han propuesto dos modelos para explicar cémo actiua el
apoptosoma: el modelo de proximidad inducida [17], y el modelo alostérico
[18]. El modelo de proximidad inducida fue propuesto en 1998 y se basa en
que las caspasas iniciadoras se autoprocesan al aumentar la concentracién
local en el apoptosoma [12, 19, 20]. Sin embargo en el modelo alostérico se
propone que dicho aumento de concentracion local induce posiblemente la
dimerizacién y cambio conformacional en el zimégeno de pc9 y su activacién
[18]. La activacién de las caspasas iniciadoras induce la activaciéon de las

caspasas efectoras [18].

1.4.1 Regulacién endégena del apoptosoma

Debido al papel crucial que tiene el apoptosoma en los procesos
apoptéticos, existen gran nimero de mecanismos y proteinas que regulan su
activacién (Tabla 2). En primer lugar, se han descrito diversas quinasas que
modulan la actividad de caspasa-9 a través de fosforilaciones principalmente
en los residuos Thr125 o Tyr153. Por ejemplo, la quinasa reguladora de sefiales
extracelulares 2 (Erk2) y el complejo ciclina dependiente de quinasa 1 (Cdk1)-
ciclina B1 fosforilan a caspasa-9 en el residuo Thr125 e inhiben su hidrélisis,

mientras que c-Abl (Abelson tirosina quinasa de la leucemia) es capaz de
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fosforilar caspasa-9 en el residuo Tyr153 resultando en su activacién [9, 21-23].
Sin embargo, cabe destacar que en la mayoria de los casos mencionados es
desconocido el mecanismo por el cual la fosforilacién inactiva o activa
caspasa-9. Otros requladores son las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAPs) [24], las cuales presentan uno o tres dominios BIR (Dominios repetidos
IAP de baculovirus) de 70-80 aa responsables de la interaccién con los
dominios de las caspasas y su consecuente inhibicién. El mecanismo,
inicialmente propuesto por Deveraux et al, consiste en que las IAPs logran
interactuar con algunas caspasas entre ellas caspasa-3 y -7 [25]. Sin embargo,
fue el laboratorio de Cohen el que demostré que la inhibicién del apoptosoma
se presenta a través de la interaccién de los dominios BIR3 con pc9 y BIR2 con

caspasa-3 [26].

Otros moduladores de la actividad del apoptosoma incluyen al ARN de
transferencia (tARN), varios nucleétidos (a concentraciones fisiolégicas) y
cationes como el K" y Ca" y lo hacen a través de la inhibicién de la
oligomerizaciéon de Apaf-1 por unién con el Cit ¢ [27-29]. Sin embargo, el
papel de los nucleétidos es polémico debido a las altas concentraciones de
éstos presentes en la célula y al desconocimiento de cémo sus niveles pueden
afectar al apoptosoma. Chandra et a/ mostraron que los nucleétidos
interaccionan directamente con algunos residuos de lisina del Cit c evitando su

asociacién con Apaf-1[29].

Se ha descrito un nivel de regulacién adicional mediante proteinas que
modulan la actividad del apoptosoma por su unién a Apaf-1. La familia de
chaperonas estd altamente conservada y responde al estrés celular para
proteger a la célula catalizando el correcto plegamiento de las proteinas.
Diferentes autores sefialan a Apaf-1 como una de las dianas de la chaperona
Hsp70. Al respecto, se ha identificado un papel dual de esta chaperona. Por un
lado, dos laboratorios independientes demostraron que Hsp70 interacciona

con Apaf-1 evitando el reclutamiento de pc9 [30, 31]. Por otro lado, Hsp70,
12
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PHAPI (proteinas putativas asociadas con regulacién mitocondrial) y la
proteina apoptética CAS (proteina de susceptibilidad celular a la apoptosis)
mostraron capacidad de estimular la formacién del apoptosoma debido al
aumento en la capacidad de intercambio de nucleétido necesaria en su
formacidén [32]. Otra chaperona descrita en la modulacién del apoptosoma es
Hsp90B la cual muestra afinidad por el dominio WD40 de Apaf-1 inhibiendo
de esta forma la oligomerizacién de Apaf-1 mediada por Cit ¢ [33].
Contrariamente a la regulacién a través de Apaf-1, Hsp27 esta considerada

como un regulador negativo de la muerte celular por unién con el Cit c[34].

Por dltimo, diversos estudios han relacionado positiva vy
negativamente, a las proteinas de la familia Bcl-2 con la regulacién del
apoptosoma. Estudios de inmunoprecipitacion en Caenorhabditis elegans (C.
elegans) proponen que Bcl-xL, una proteina antiapoptética de la familia Bcl-2,
interacciona directamente con Apaf-1 de manera que la interaccién de esta
proteina con pc9 se ve interrumpida deteniendo la maquinaria apoptética.
[35]. Sin embargo, a pesar de que Newmeyer et a/ obtuvieron resultados
similares, en sus estudios Bcl-xL fue incapaz de inhibir la activacién de caspasas
posterior a la adicién de Cit c en un sistema con extractos celulares [36]. Otro
estudio identificé una regiéon de Bcl-xL que podria interaccionar con el
dominio NOD de Apaf-1, logrando que en condiciones normales ambas
proteinas se encuentren unidas de manera que se evite la formacién accidental
del apoptosoma, pero al ser liberado Cit ¢, Bcl-xL es desplazado de Apaf-1
[37]. Basado en la habilidad de Bcl-xL para inhibir la apoptosis, un estudio
utilizando el sistema de doble hibrido permitié realizar el cribado de una
colecciéon de ADNc utilizando un mutante de Bcl-xL el cual retiene la actividad
antiapoptética pero que no logra interactuar con Bax o Bak (proteinas
proapoptoéticas de la familia Bcl-2 que forman el poro de transicién a
permeabilidad mitocondrial). El resultado del estudio identific6 a Aven, una
proteina antiapoptdtica, como una proteina nueva que interacciona con Bcl-xL

[38]. Esta proteina inhibe la apoptosis en diferentes lineas celulares, aumenta
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la funcién antiapoptética de Bcl-xL y se considera una proteina de unién a
Apaf-1 que previene su oligomerizacién. Por otro lado, un estudio realizado
por Marsden et a/[39] describe un papel requlatorio de Bcl-2 independiente
del apoptosoma. La sobreexpresién de Bcl-2 inhibe diversos estimulos
apoptéticos en células linfociticas, sin embargo la ausencia de Apaf-1 o
caspasa-9 no los inhibe, e inclusive cierta actividad caspasa fue detectada. Por
lo tanto, se sugiere que Bcl-2 pueda regular la activacién de las caspasas
independiente del apoptosoma y que su papel es de amplificador mas que de

iniciador de la ruta.
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Tabla 2. Resumen de los principales reguladores del apoptosoma (adaptado de [9]).

Quinasas
AKT/PKB
CDK1-ciclina B1
DYRK1A
ERK2

Chaperonas
Hsp27

Hsp70

Hsp908
CAS, PHAP y Hsp70
Ciclo celular
Nucling
PARCS
Otros
tRNA
AVEN

HCA66

Histona H1.2
TUCAN
XIAP
Apo-citocromo c

Moléculas pequefias
Nucleétidos

Casp-9 (Ser196-P)
Casp-9 (Thr125-P)
Casp-9 (Thr125-P)
Casp-9 (Thr125-P)

Casp-9 (Ser99-P, Ser183-P)

Casp-9 (Tyr153-P)

Apaf-1

Citocromo ¢

Apaf-1/Apoptosoma?

Apaf-1

Apaf-1

Apaf-1/Casp-9

Apaf-1

Citocromo ¢

Apaf-1

Apaf-1

Apoptosoma
Casp-9
Casp-9

Apaf-1

Citocromo ¢

Inhibe el procesamiento de casp-9
Inhibe el procesamiento de casp-9
Inhibe el procesamiento de casp-9
Inhibe el procesamiento de casp-9
Inhibe el reclutamiento
de casp-9 al apoptosoma?
Promueve el procesamiento
de casp-9
Interaccién con Apaf-1yretraso

del procesamiento de caspasa-9

Inhibe la oligomerizacién
de Apaf-1
Inhibe la oligomerizacién
de Apaf-1 o el reclutamiento
de casp-9
Inhibe la oligomerizacién
de Apaf-1
Promueve la oligomerizacién
de Apaf-1y el intercambio
de nucleétidos

Aumento en la expresién de Apaf-1

y pe9

Mantiene Apaf-1 activo para
ensamblaje de dATP y cit ¢

Inhibe la oligomerizacién
de Apaf-1
Promueve el reclutamiento
de casp-9 o su retencién
en el apoptosoma
Promueve activacién de
caspasas (mecanismo no conocido)
Inhibe lainteraccién entre
Apaf-1y casp-9

Inhibe la casp-9 procesada

Inhibe la oligomerizacién de
Apaf-1

Inhibe la oligomerizacién

Cardone et al, 1998
Allan and Clarke, 2007
Seifert et al, 2008; Seifert et al, 2009
Allan et al, 2003; Martin et al, 2008
Martin et al, 2005
Raina et al, 2005

Tran et al, 2007

Bruey et al, 2000

Beere et al, 2000;
Saleh et al, 2000

Pandey et al, 2000
Kurokawa et al, 2008
Jiang et al, 2003
Hill et al, 2004
Kim et al, 2008

Sakai et al, 2003
Sakai et al, 2004

Sanchez-Olea et al 2008

Mei et al, 2010
Chau et al, 2000

piddubnyak et al, 2007

Ruiz-Vela et al, 2007

Pathan et al, 2007

Deveraux et al, 1998; Bratton et al, 2002
Srinivasula et al, 2001; Shiozaki et al 2003

Martin et al, 2004

Chandra et al, 2006

de Apaf-1
K+ Citocromo ¢ Inhibe la oligomerizacién Purring-Koch et al, 2000
de Apaf-1 Cain et al, 2001
Ca+2 Apaf-1 Inhibe el intercambio de Bao et al, 2007
nucleétidos y la oligomerizacién

de Apaf-1

Oxido nitrico Apaf-1 Inhibe la oligomerizacién Zech et al, 2003
de Apaf-1
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1.4.2 Modulacién quimica del apoptosoma

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular que es esencial en la
homeostasis y en el desarrollo celular. Una apoptosis desregulada contribuye a
la aparicién de diversas patologias. En el caso de una apoptosis defectuosa la
patologia mas frecuente incluye al cancer, mientras que un exceso participa de
enfermedades neurodegenerativas. Debido a la importancia de regular estos
procesos patolégicos la modulacién del apoptosoma ha sido objeto de
atencién en programas dirigidos a la identificacién de moduladores sintéticos

de la actividad del apoptosomayy, en particular, de Apaf-1 [40-44].
Activadores

Diversos tipos de canceres se caracterizan por presentar una baja
activaciéon de la ruta intrinseca de apoptosis que produce resistencia al
tratamiento con agentes quimioterapéuticos. Por lo tanto no es de extrafar
que una de las estrategias bajo estudio sea la biusqueda de activadores de
apoptosis. Una de las estrategias propuestas fue la activacién de Apaf-1. El
primer activador de Apaf-1 descrito fue propuesto por el grupo de Wells [44].
El denominado “compuesto 2" (Figura 7), fue obtenido a partir del cribado de
una quimioteca y posterior optimizacién en un ensayo de reconstitucién del
apoptosoma con proteinas recombinantes y extractos celulares. El compuesto
2, presenta actividad a concentraciones micromolares e induce apoptosis en
diferentes lineas celulares. El mecanismo de accién propuesto se sustenta en
que el compuesto 2 facilita la oligomerizacién de Apaf-1 [44]. Otros estudios
han propuesto al compuesto (a-Triclorometil)-4-piridinaetanol (PETCM) como
activador de la ruta apoptdtica a través la activacién general de la via
intrinseca [45]. Posteriormente, se describié que el mecanismo de accién de
esta molécula se basa en suprimir la inhibicién que ejerce ProT (Protimosina-o)

sobre PHAPI, la cual promueve la activacién de pc9 posterior a la formacién
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del apoptosoma. En este mecanismo, la proteina CAS, junto a PHAPI y Hsp70,

parece ser un regulador del intercambio de nucleétido en Apaf-1 [32].
Inhibidores

En la bisqueda de inhibidores del apoptosoma, cabe destacar los
estudios pioneros del laboratorio de Jaattela. Mediante el cribado de una
quimioteca en extractos citosélicos de células derivadas de cancer cérvico-
uterino humano (Hela) [41] se identificaron compuestos derivados de
diarilureas como posibles inhibidores de la activacién del apoptosoma. El
compuesto mas activo en su estudio, NS3694, se propuso que ejercia una
accién inhibidora sobre la interaccién entre Apaf-1y pc9 [41] (Figura 7). Sin
embargo, no se han descrito nuevos datos sobre la evolucién farmacolégica del

compuesto ni sobre el mecanismo de accién.

En nuestro laboratorio se abordé la identificacién de inhibidores de la
actividad del apoptosoma con una doble vertiente, la identificacion de
herramientas moleculares para el estudio de rutas de sefializacién en apoptosis
y para el posible desarrollo de nuevos farmacos antiapoptéticos. Inicialmente,
se llevé a cabo un cribado de una quimioteca de N-alquilglicinas (peptoides)
[46, 47] utilizando un modelo de formacién del apoptosoma in vitro [42]. Se
identific6 el denominado peptoide 1 (Figura 7) y se postulé que mediante la
inhibicién de la interacciéon Apaf-1/pc9 se inhibia la actividad del apoptosoma
en extractos celulares e in vitro. No obstante, el compuesto presentaba
dificultad para su internalizacién en la célula lo que llevé a realizar diferentes
aproximaciones quimicas para mejorar sus propiedades fisico-quimicas [43, 48,
49]. La ciclacién del peptoide 1 (SVT016426, Figura 7) incrementé la actividad
antiapoptética en diferentes modelos celulares [43, 50]. Recientemente en el
laboratorio se ha demostrado que el compuesto de tercera generacién
SVT016426 se une a Apaf-1 e inhibe la muerte celular en distintos modelos

celulares y animales de apoptosis patolégica. Mas adn, la utilizacién de este
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compuesto ha sido determinante para proponer un importante papel de Apaf-

1 en la mitocondria (Orzaez el al. submitted).

Activador Inhibidor
a l,c\\(jnn\\u/ﬂn
N |
x
Cl a
Compound 2 NS3694
' of 1 O« _NH,

-«

HN

L

Cl
Peptoid 1 SVT016426

Figura 7. Estructura quimica de diferentes moduladores sintéticos de Apaf-1.

1.4.3 Funciones no apoptéticas de la proteina Apaf-1

Ademas de la funcién apoptédtica descrita para Apaf-1, algunos
autores sefialan funciones no relacionadas con procesos de muerte celular.
Una de las funciones atribuidas a Apaf-1 consiste en su capacidad para regular
el ciclo celular. Esta observacién se basa en la incapacidad que muestran los
ratones knock-out de Apaf-1y células humanas privadas de Apaf-1 (knock-
down de Apaf-1) en detenerse en la fase S del ciclo celular ante la induccién
de un dafio al ADN con el tratamiento con cisplatino o irradiacién ultravioleta
(UV). Una posible explicacién es que Apaf-1 estd implicado en la activacién de
Chk1, quinasa relacionada con los puntos de control que posee el ciclo celular.
Reforzando esta teoria, se ha observado que la traslocacién nuclear de Apaf-1
en células cancerigenas de pulmén se correlaciona con la activacién endégena
de Chk1 [50-52].
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Otra de las funciones que conciernen a Apaf-1 es su papel en la
regulaciéon de la morfologia y funciones del centrosoma, una estructura
microtubular organizada que se caracteriza por estar formada por los
centriolos que a su vez se componen por Y-tubulina. Los centrosomas son
importantes durante la fase S de la divisién celular en la cual, se separan para
formar los ejes mitéticos. Se ha observado que HCA66, una proteina que
previamente se habia descrito como proteina de unién a Apaf-1 [53], es
necesaria para la estabilidad de las y-tubulinas. Esta cadena de interacciones
ha llevado al laboratorio de Cecconi a proponer que Apaf-1 juega un papel en
la estabilidad del centrosoma al favorecer el reclutamiento de HCA66 durante
la fase S del ciclo celular. Fallos en este proceso conllevan a una pobre
asociacién entre las proteinas y a una formacién aberrante de los microtubulos
afectando asi la formacién de los ejes mitéticos, la divisiéon celular y la

organizacién mitocondrial [54].

1.5 Apoptosis y enfermedad

Las enfermedades en las que la apoptosis se ha implicado pueden
dividirse en dos grupos: aquellas en las que hay un incremento en la
supervivencia celular debido a una inhibicién de la apoptosis, y aquellas en las

que ocurre una apoptosis excesiva (Tabla 3).
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Tabla 3. Compendio de enfermedades asociadas a alteraciones en los procesos
apoptéticos.

Defecto de apoptosis

Colorrectal
Glioma

Higado Cancer
Neuroblastoma

Préstata

Miastenia grave .
. . Enfermedades autoinmunes
Lupus erimatoso sistémico

Enfermedad inflamatoria intestinal . i
Enfermedades inflamatorias
Inflamacién pulmonar

Adenovirus . -
. Infecciones viricas
Baculovirus

Exceso de apoptosis
Linfocitos T SIDA

Enfermedada de Alzheimer

Esclerosis lateral amiotréfica .
Enfermedades neurodegenerativas
Enfermedad de Parkinson

Enfermedad de Huntington

Anemia aplasica
Sindrome mielodisplasico Enfermedades hematoldgicas
Linfocitopenia T CD4+

Infarto de miocardio

Accidente cerebrovascular Dafio tisular

Dafio isquémico renal

Entre las enfermedades asociadas a un defecto en la apoptosis se
encuentra el cancer. En gran parte de tumores se ha demostrado que las
células cancerosas responden de forma anémala a la induccién de apoptosis.
De hecho, ademas de las alteraciones descritas en genes reguladores de ciclo
celular, también se han observado alteraciones en genes moduladores de
apoptosis. No sélo existe una correlacién entre la inhibicién de la apoptosis y la

malignizacién celular sino que se ha comprobado que un amplio grupo de
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terapias antineoplasicas inducen apoptosis en la célula tumoral. En el caso del
apoptosoma, se ha observado que la expresién de Apaf-1 esta disminuida o
inactivada en diferentes tipos de tumores como neurofibromatosis tipo 1,
linffoma de Burkitt, varios tipos de melanoma y en tumores pulmonares y
renales, entre otros [55-57]. Analisis de pacientes con neurofibromatosis tipo
1, un desorden cutaneo que tiene alta probabilidad de convertirse en tumor,
ha revelado una baja expresiéon de Apaf-1y consecuentemente una apoptosis
defectuosa [53]. Por otro lado, diversos canceres renales se han asociado con la

supresion de Apaf-1 debido a la hipermetilacién de su promotor [55].

En cuanto a las enfermedades asociadas a un aumento en la apoptosis
celular se hallan las enfermedades neurodegenerativas, el SIDA y
enfermedades con dafio tisular por isquemia como por ejemplo el infarto de
miocardio. Un amplio grupo de enfermedades neurodegenerativas, entre las
que se incluye la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) o Huntington (HD), se asocian con la apoptosis selectiva de
neuronas. Esta muerte neuronal parece asociarse con un incremento en la
susceptibilidad a la apoptosis que ocurre en estas células. Como agentes
inductores de la muerte neuronal se han postulado el estrés oxidativo, defectos
mitocondriales o sustancias neurotéxicas. El estudio de los mecanismos de
apoptosis con el fin de inhibir o controlar este proceso en estas enfermedades

es de gran interés médico para avanzar en los tratamientos administrados.

El apoptosoma y en particular Apaf-1, se han relacionado a modelos
de patologias neurodegenerativas aunque su papel todavia es desconocido. El
laboratorio de Cecconi demostré que la presencia de Apaf-1 en un modelo
celular de ELA es critica para incrementar el dafio ocasionado por la proteina
superéxido dismutasa (SOD) alterada. En su modelo, la proteina SOD alterada
ocasionaba dafio mitocondrial con disrupcién de la cadena respiratoria y
consecuente generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y salida de Cit

¢, lo que activa la formacién del apoptosoma y la cascada apoptética. Sus
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estudios demostraron que la ausencia de Apaf-1 presentaba un fenotipo de
resistencia a la apoptosis iniciada por SOD [58]. Por otro lado, Mochizuki et a/
demostraron que la expresién de un dominante negativo de Apaf-1 que
presenta una alteracion en el dominio CARD de interaccién con pc9 lograba
disminuir la muerte neuronal y la neurodegeneraciéon en un modelo /n vivo de

la enfermedad de Parkinson [59].

Otros estudios han relacionado al homoélogo de Apaf-1 en Drosophila
melanogaster, DARK (proteina homdéloga de Apaf-1 en Drosophila), en la
fisiopatologia de HD, la cual forma parte de la enfermedades dependientes de
poliglutaminas (poliQ). La huntingtina (ver mas abajo) es una proteina que
contiene en su extremo N-terminal una cadena de poliQ que si excede las 40
repeticiones al ser hidrolizada por diversas proteasas forman agregados
citosélicos e intranucleares [60]. En este modelo, el sistema GAL4/UAS
permitié expresar en el tejido ocular de la mosca un polipéptido que contenia
108 repeticiones de glutaminas, lo que resulté en una rapida degeneracion
ocular en la retina que se evidenciaba por la disminucién de los rabdémeros
(organulos fotosensibles en las neuronas fotoreceptoras), alta presencia de
vacuolas en los fotoreceptores degenerados y presencia de agregados
difundidos por el citoplasma y ntcleo. El papel de DARK en el fenotipo de la
patologia de HD queda reflejado tras observar que la proteina mutada logra
recuperar el fenotipo ocular normal. Ademas, se ha demostrado que la
mutacién no solamente disminuye la disrupcién de la morfologia de la retinay
el aumento en la cantidad de rabdémeros, sino que existe menor presencia de
agregados citosoélicos y perinucleares. Por tanto se propuso que DARK no solo
tiene un papel importante en el proceso de neurodegeneracién sino que
también puede participar en cierta manera en la formacién de los agregados

dependientes de poliQ.

Por dltimo, cabe destacar que otros reguladores de Apaf-1 como las

chaperonas moleculares, también han sido implicados en la fisiopatologia de
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las enfermedades dependientes de poliQ [30, 31]. Warrick et a/ demostraron
que la sobreexpresién de la Hsp70 disminuia la neurodegeneracién in vivoy la
presencia de agregados de poliQ en un modelo en D. melanogaster de la
enfermedad de Machado-Joseph (ataxia espinocerebelar tipo 3) [61].
Coincidiendo con estos resultados, Guzhova et a/ propusieron que el efecto
observado con Hsp70 en la disminucién de agregados en HD se debe a que
esta chaperona inhibe a la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) la cual ha sido implicada en enfermedades que presentan agregacién

de proteinas alteradas [62].

2. La Enfermedad de Huntington (HD)

2.1 Generalidades de la HD

La HD o corea de Huntington, es un desorden genético irreversible
con herencia autosémica dominante. Esta enfermedad neurodegenerativa esta
causada por la expansién del triplete CAG (aa glutamina; Q) en el ex6n 1 del
gen que codifica para la proteina denominada “huntingtina” (Htt) y se
caracteriza por la acumulacién, en las neuronas afectadas, de fragmentos
agregados de la proteina alterada (mtHtt). Esta enfermedad produce una

degeneracién y muerte neuronal continua que, a dia de hoy, carece de cura.

La HD forma parte del grupo de enfermedades neurodegenerativas
dependientes de poliQ que se caracterizan por la expansién de una cola de
glutaminas en genes (nicos que no comparten homologia. Cuando las
glutaminas repetidas exceden un determinado nimero la proteina presenta
una funcién alterada, se cree que por una ganancia de funcién [63]. Esta
alteracién puede llegar a inducir la patologia y el nimero de repeticiones
necesarias varfa entre las distintas enfermedades. Actualmente, se conocen al
menos nueve enfermedades con esta caracteristica (Tabla 4) que causan

degeneracién progresiva principalmente de las neuronas motoras. En todas
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ellas el inicio de la sintomatologia de la enfermedad es inversamente
proporcional al nimero de repeticiones de glutaminas. Otra caracteristica
comln es la presencia de agregados formados por la proteina mutante o

alterada.

Tabla 4. Sumario de enfermedades dependientes de poliQ.

SBMA Receptor Androgénico 6-36 38-62
DRPLA Atrofina-1 3-38 49-88

HD Huntingtina 6-35 36-128
SCA1 Ataxina-1 6-39 41-83
SCA2 Ataxina-2 14-32 34-77
SCA3 Ataxina-3 12-40 62-86
SCA6 CACNA 1A 4-18 21-30
SCA7 Ataxina-7 7-18 38-200
SCA17 Proteina de unién a TATA 25-43 45-63

SBMA: atrofia bulbo-espinal; DRPLA: atrofia dentato-rubro-pallido-lusian;

HD: Enfermedad de Huntington; SCA: ataxia espinocerebelosa.

Descrita por el Dr. George Huntington en el afio 1872 [64], pertenece
al grupo de las denominadas enfermedades raras puesto que su incidencia es
de 4-10 casos por cada 100000 personas. La enfermedad se presenta por igual
en ambos sexos y en cualquier grupo étnico, sin embargo su incidencia es
mayor en los paises europeos [65, 66]. Las personas que presentan la mutacién
en el gen pueden volverse sintomaticos a cualquier edad desde 1 hasta los 80
afios sin que haya signos detectables previamente [67]. No obstante, la edad
media de inicio de los sintomas es entre los 30 y 50 afios [65]. Los primeros
sintomas que se presentan en la fase pre-diagnéstica son cambios de
personalidad, entre ellos depresién, olvido de hechos recientes, agresividad,
presencia de movimientos involuntarios o coreicos, torpeza y falta de
coordinacién. Conforme avanza la enfermedad se acentGa la pérdida de
coordinacién, rigidez, dificultad para hablar y tragar (Tabla 5). La muerte de

estos pacientes se produce debido a problemas de salud derivados de la
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enfermedad como atragantamiento, infecciones (neumonia) y/o fallo cardiaco

[65].

Tabla 5. Resumen de caracteristicas fisicas y cognitivas de la HD.

Dificultad para moverse. Falta de coordinacién.
Rigidez. Corea. Acinesia. Dificultad

paratragar.

Agresividad. Pérdida
Irritabilidad. Falta de concentracién de memoria de corto

Ansiedad. Desinhibiciéon plazo. Aislamiento social.

La repeticién poliQ se considera normal hasta 35 unidades de CAG.
Cuando el gen de Htt contiene mas de 40 repeticiones de glutaminas, se
producird la mtHtt aumentando las posibilidades de la HD. Las personas con
nimero de repeticiones intermedias (36 y 39) puede que nunca desarrollen los
sintomas de la enfermedad o que estos aparezcan a una edad avanzada. Existe
una relacién inversa entre el nimero de glutaminas y la edad de inicio: en
general, a mayor nimero de repeticiones, mas temprano aparece la
enfermedad [67, 68]. El efecto patolégico de la mutacién es la ganancia de
funcién o adquisicién de nuevas propiedades de la mtHtt. Por un lado, es
posible que la mtHtt ejerza su accién interfiriendo en procesos de reparacién
utilizados normalmente por las células y cuya necesidad se acenttia con la
edad, de ahi la tardia aparicién de los sintomas y su progresividad. Por otro
lado, mtHtt interfiere con la funcién de la proteina Htt (descrita
posteriormente) alterando todas las funciones de la misma. En resumen, la
degeneracién neuronal que ocurre en la HD es consecuencia de un efecto
combinado de ganancia de funcién de la mtHtt aunado a la pérdida de

funcién de la proteina silvestre.
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2.2 Herencia y diagnéstico

La HD es de caracter autosémica dominante, con lo cual la
descendencia presenta 50% de posibilidades de heredar un alelo con el gen
mutante y desarrollar los sintomas de la enfermedad. El diagnéstico de la
enfermedad se basa en pruebas tanto clinicas (examen neurolégico detallado y

el historial familiar) como genéticas.

La prueba genética se denomina “test predictivo” y se realiza en
personas presintomdaticas. En resumen, consiste en tomar una muestra de
sangre y analizar el nimero de repeticiones CAG del gen de Htt detectando si
se posee o no la mutaciéon. Debido a la preocupaciéon que puede ejercer el
conocimiento de desarrollar la enfermedad cada persona debe decidir si desea
o no realizarse el test. En este aspecto es fundamental el consejo genético, en
donde ante la duda de realizar el test, médicos y genetistas guian a las
personas en el proceso. Los especialistas aconsejan que la edad minima para
realizarse el test sea 18 afios. La duracién media de la enfermedad desde el
comienzo de los sintomas hasta el fallecimiento es de 15 afios, por lo que
tomar cualquier decisiéon debe ser realizada a la mayor brevedad posible con
las mayorias garantias y seguridad para el paciente. En la actualidad existen
tanto un andlisis prenatal que compara el patrén genético del feto con el de
los abuelos para conocer si el feto es portador de la enfermedad, como un
analisis genético preimplantacional (PGD) o analisis embrionario, el cual se
realiza en combinacién con la técnica de fertilizacién in vitro (FIV) donde los
embriones son analizados antes de proceder a su implantaciéon. Mediante esta

técnica solo se implantan aquellos que no tienen el gen alterado de la HD.

2.3 Tratamiento

Hoy en dia no existe ninglin farmaco cuya eficacia en disminuir los
sintomas o en modificar el proceso de la enfermedad haya sido totalmente

demostrada en HD. Los tratamientos estan dirigidos a paliar los sintomas y
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signos a medida que se presentan y a tratar de retrasar la aparicién de los
mismos con el objetivo de proporcionar una mejor calidad de vida al paciente
[65]. El tratamiento se centra en dos grandes areas de accién. La primera
incluye la administracién de farmacos inhibidores de la recaptura de
serotonina y/o dopamina y antipsicéticos, entre otros, con el fin de controlar
los sintomas como la ansiedad, apatia, depresién, insomnio y rigidez. La
segunda se encuentra en constante experimentaciéon y busca disminuir la
progresién de la enfermedad con tratamientos neuroprotectores. De acuerdo
con la Sociedad Americana de la Enfermedad de Huntington (HDSA), los tres
sintomas que mas presentan los pacientes son: irritabilidad, comportamiento
obsesivo-compulsivo y los movimientos coreicos. La irritabilidad se refleja en
extrema sensibilidad, rapida excitabilidad y sobrerreaccién a sentimientos o
eventos. Los inhibidores de la recaptura de serotonina (SSRI) y en ocasiones
antipsicéticos, son la primera linea para el tratamiento de este sintoma. Entre
los mas utilizados se encuentra el valproato de sodio, carbamacepina y
lamotrigina. Los movimientos coreicos, que dificultan acciones como caminar o
hablar, son otro de los sintomas que mas se presentan y que empeoran con el
avance de la patologia. Se utilizan farmacos como el haloperidol
(antipsicético), amantadina (inhibidor de N-metil-D-aspartato, NMDA), y
tetrabenazina (antidopaminérgico) de distintos mecanismos de acciéon. De
forma complementaria, se ha debatido sobre los beneficios que tiene una dieta
rica en vitaminas, coenzimas y otros compuestos como por ejemplo, creatinay
coenzima Q10, sin embargo, no existen datos clinicos suficientes que

respalden su uso.

La segunda area de tratamiento contempla todos aquellos
tratamientos en fase de experimentacién que intentan disminuir la formacién
de los agregados, evitar el estrés oxidativo y mantener activas las rutas
denominadas de “limpieza intracelular” (Figura 8). En la mayoria de los casos el
mecanismo de accién es incompleto o desconocido. No obstante, el beneficio

en modelos animales del uso de algunas de estas moléculas ha sido
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demostrado, inclusive algunos de ellos se encuentran en fase clinica
actualmente.

Rapamicina, Litio, Verapamilo

Clonidina
Benzamil Coenzima Q10
Y-27632 it Atotsia . Creatina
Dicloroacetato
ROS/Metab.
Ruta Mitocondrial
proteosomal
CongoRed Plegamient " Minociclina
A {
Trehal ] protef poptosis —Metazolamida
Cistamina
Transcripcién Excitotoxicidad
Resveratrol Inductoresde BDNF \ Riluzole,
Rolipram Memantina
ASC-19 Dimebon

Citalopram

Figura 8. Esquema representativo de los diferentes compuestos y estrategias bajo
estudio para el tratamiento de la HD.

Algunos ejemplos son la coenzima Q10 y minociclina. La coenzima
Q10 ha sido estudiada en modelos de ratén de la HD donde se ha demostrado
que logra disminuir el dafio cerebral [69] y aumentar el metabolismo
energético [70]. Por el otro lado, minociclina ha sido de amplio estudio en
diversas enfermedades neurodegenerativas debido a su papel multidisciplinar.
Sus propiedades antiinflamatorias, su capacidad para prevenir el dafio y la

muerte celular lo han hecho una molécula de estudio interesante.

2.4 Funcién de la protefna huntingtina (Htt)

Htt se expresa constitutivamente en todas las células humanas, con
altas concentraciones en cerebro y testiculos, y cantidades moderadas en
higado, corazén y pulmones [67, 68]. Se trata de una proteina soluble de peso
molecular 348 kDa y 3144 aa. En vertebrados superiores, la regién poliQ esta

seguida de una zona de prolinas la cual es responsable de la alta solubilidad
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que presenta. Ademas de esta zona de prolinas, la proteina presenta hasta 37
regiones llamadas HEAT cada una de 40 aminoacidos de longitud y que se cree
son dominios de interaccién con otras proteinas [68] (Figura 9). En el extremo
C-terminal presenta una secuencia de reconocimiento de exportacién nuclear
(NES) y una secuencia menos importante de localizacién nuclear (NLS), lo cual
indica el papel de transportador de moléculas del nicleo al citoplasma. Por
Gltimo, se han descrito tres sitios consenso de corte de la proteina por
diferentes proteasas. La proteina mtHtt es mas susceptible a la protedlisis
generando fragmentos que agregan intracelularmente y que se localizan tanto
en el citoplasma como en ntcleo. Entre las proteasas implicadas se encuentran
las caspasas-2 y -3, y las calpainas [68]. Estudios de localizacién subcelular la
sithian en varios organulos intracelulares como ntcleo (perinuclear e

intranuclear), reticulo endoplasmico y aparato de Golgi.
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Figura 9. Esquema de la proteina Htt. La proteina estd formada por una cadena de
poliQn, sequida de una secuencia de prolinas (P)n. Los cuadrados verdes indican
dominios HEAT. La figura muestra los sitios de corte por caspasas (flechas rojas) y
calpainas (tridngulos rojos). Las flechas verdes sefialan regiones de aa consenso para
otras proteasas. NES: Secuencia de reconocimiento de exportacién nuclear. Los
circulos rojo y azul indican modificaciones post-transcripcionales: ubiquitinacién y/o
sumoilacién (SUMO). Se muestran zonas ricas en acido glutdmico (Glu), serina (Ser) y
prolina (Pro).

La funcién(es) de la proteina es desconocida, puesto que su homologia
estructural no es similar a otras proteinas con su tamafio y su estructura. Sin
embargo, se ha establecido que participa en el desarrollo embrionario, trafico

vesicular, neurogénesis y control a nivel transcripcional (Figura 10).

29



Introduccién

Embriogénesis Neurogénesis

P

Metabolismo/ w Apoptosis

energético

Huntingtina

Figura 10. Resumen de las diferentes funciones atribuidas a Htt.

Htt durante el desarrollo

Se ha descrito un papel fundamental de la proteina Htt en el
desarrollo embrionario. Su completa inactivacién en ratones knock-out causa
la muerte del embrién antes de la fase de gastrulacién y la formacién del
sistema nervioso. Otra funcién descrita en los tejidos extraembrionarios
encargados del mantenimiento del embrién, es independiente de las
repeticiones de poliQ y se basa en el posible fallo en el transporte de
nutrientes al feto, conllevando a la muerte del embrién aproximadamente en
el dia 8 de gestacion [71]. En paralelo, se ha observado que la presencia de un
alelo funcional es compatible con la vida. Al respecto, se ha observado que
ratones con niveles de Htt menores al 50% muestran malformaciones en el
cortex, estriado y neurogénesis disminuida. En resumen, Htt participa de la

formacién del sistema nervioso central.
Htt y su funcidén antiapoptdtica

Otras de las propiedades atribuidas a la Htt es su propiedad
antiapoptoética. Rigamonti et a/[72, 73], describieron la proteccién que ejerce
la proteina silvestre en neuronas inmortalizadas tras exponerlas a diferentes
inductores apoptéticos. Estudios acerca del mecanismo molecular apuntan a
que la accién antiapoptoética se debe a una inhibicién en el procesamiento de

pc9. Mas aln, la sobreexpresién de la proteina silvestre protege del dafio por
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isquemia /n vivo y de la excitotoxicidad mediada por NMDA en modelos de

ratén [74, 75].
Htt y transporte vesicular

El papel de Htt en transporte vesicular consiste en ser un facilitador
del transporte de diversas proteinas. Se ha observado que promueve el
transporte del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) a nivel
neuronal. Esta habilidad estd ampliamente relacionada con la proteina
asociada a huntingtina (HAP1) y con la subunidad p150 de la dinactina. Se ha
descrito que Htt interacciona con la subunidad p150 via HAP1 estimulando el
transporte de BDNF [68]. Apoyando esta funcién, estudios en D. melanogaster
en los cuales los niveles de Htt fueron reducidos, han demostrado defectos en
el trafico axonal y degeneracién ocular similares a los observados cuando se
sobreexpresa exégenamente la mtHtt [76]. Por otro lado, Htt esta implicada
en la maquinaria que controla la transmisiéon sinaptica interactuando con
proteinas citoesqueléticas que son esenciales en la exo- y endocitosis a nivel

de las terminaciones sinapticas [77].
Hett y transcripcion de genes

Algunos estudios han relacionado a Htt con la transcripcién de genes.
Zuccato et a/ observaron que Htt promueve la transcripcién de BDNF a través
del secuestro de elementos co-represores de su transcripcién como lo son
REST/NRSF. La presencia de mtHtt promueve la entrada de REST/NRSF al
nucleo inhibiendo la transcripcion de BDNF reforzando el rol indirecto que

tiene la proteina silvestre en transcripcién [78].

2.5 Base molecular de la HD

La via mayoritariamente activa en la muerte neuronal es la ruta de
apoptosis. La activacion de las caspasas y la liberacion de Cit ¢, asi como los

cambios en los miembros pro y antiapoptéticos de la familia de proteinas Bcl-2

31



Introduccién

son claves para determinar el destino muerte/supervivencia de las células en la
HD [79]. Por un lado, células que expresan la mtHtt presentan mayor
liberacién de Cit c al espacio citosélico que aquellas células que expresan la
proteina silvestre [80] [63]. En la misma direccién, Chow et a/ describieron la
posibilidad de que la porcién N-terminal de la mtHtt esté en contacto con la
membrana externa de la mitocondria provocando especies reactivas de
oxigeno y una desestabilizacién del potencial de membrana con lo que se
facilitaria la salida de Cit cy la activacién de la via intrinseca de la apoptosis
[81]. Por otro lado, el papel de las caspasas sigue siendo discutido [80, 82]. En
un modelo de células neuronales que expresan mtHtt se asocié la presencia de
la proteina mutante a la aparicién de un corte de laminina B hidrolizada por
caspasas activadas. Ademas, la activacion de caspasas también se ha asociado a
un aumento de los agregados de mtHtt que contienen el residuo N-terminal
de la proteina, lo que defiende el hecho de que algunas caspasas son las
responsables, no sélo de la muerte apoptética, sino del corte de la proteinay la
generacion de los agregados [82]. Este hecho, también ha sido estudiado en
modelos de ratones transgénicos R6/2 (R6 representa el tnico ratén macho
obtenido luego de la implantacién del exén 1 de Htt humana en 6 embriones.
El nimero 2 representa uno de los 5 posibles lugares del genoma donde se
introdujo el fragmento) a los cuales el tratamiento con minociclina reduce los
niveles de estas proteasas activas, disminuye los signos y retrasa la muerte [83].
Sin embargo, no solo las caspasas de la via intrinseca son activadas en el
desarrollo de la muerte neuronal en los distintos modelos. La activacién de
caspasa-8 también ha sido demostrada en un cultivo primario de neuronasy en

tejidos de pacientes con la HD [84].

Finalmente, otros mecanismos no relacionados con la activacién de
caspasas también estan implicados. Por ejemplo, el tratamiento con

necrostatina 1, un inhibidor de RIPK1 (serina-treonina quinasa de interaccién
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con receptores), en ratones modelo R6/2 disminuye el inicio de los primeros

sintomas y el deterioro de las habilidades motoras [85].

2.5.1 La formacién de los agregados moleculares

El exceso de poliQ en la mtHtt induce cambios conformacionales en la
Htt, formando agregados intracelulares. Se ha demostrado que la activacién
de proteasas como calpaina y algunas caspasas promueven la protedlisis del
extremo N-terminal de la proteina Htt lo que genera fragmentos téxicos y la
formacién de agregados. Wellington et a/demostraron que la activacién de las
caspasas-3 y -6 genera un corte en la mtHtt formando fragmentos mas téxicos
que con la proteina silvestre [86]. La formaciéon de los agregados promueve a la
vez la activacién de otras proteasas de cisteina como la apopaina y la calpaina
que, de manera poliQ dependiente, proteolizan a Htt aumentando los niveles
de agregacioén [87, 88]. A pesar de estos estudios, el mecanismo exacto por el
cual se promueve la formacién de los agregados esta adn por ser elucidado.
Diversos estudios intentan concluir si la formacién de estos agregados es un
mecanismo celular de proteccién o de neurotoxicidad. La controversia se basa
en algunas teorias que explican que la formacién de los agregados genera
estrés oxidativo, alteracién de la funcién de las vias de degradacion y
activacion de las rutas apoptdticas [89]. Por el contrario, otros estudios
defienden que la agregacién es una forma de proteger a las células de los
fragmentos téxicos de la proteina cortada que no pueden ser degradadas por
las rutas normales de limpieza. Por consiguiente, con el tiempo se produce una
saturaciéon de los mecanismos de limpieza provocando acumulacién de
agregados que altera la homeostasis celular. Se llega a un punto de “no

retorno” donde se activan las rutas de apoptosis e inflamacién.

Debido a la formacién de los agregados posterior a la proteélisis de la
proteina Htt y la saturacién de las rutas de limpieza, diversos laboratorios han
centrado sus esfuerzos en disminuir la protedlisis de Htt. La mutacién de Htt en

el sitio de corte para la caspasa-3 disminuye la actividad apoptética, la
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formacién de fragmentos derivados del N-terminal de Htt y en consecuencia,
hay menos agregacién [86, 90, 91]. Sin embargo, a pesar de los resultados
obtenidos hasta el momento para inhibir el corte de la proteina Htt por las
caspasas u otras proteasas, los resultados clinicos no han sido del todo
satisfactorios. Debido a esto, se ha promovido el estudio de rutas alternativas
que permitan la activacién de las vias de degradacién de proteinas no
deseadas. Existen dos vias principales que llevan a cabo este procedimiento: el
sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) y la ruta de autofagia. Ambos procesos
estan fuertemente regulados en células sanas pero completamente alterados

en la patologia de HD.

2.5.2 Implicacién de la via proteosomal en la HD

La via proteosomal se encarga de la degradacién de proteinas
citosélicas y nucleares que sean pequefias y de vida corta. El sistema
ubiquitina-proteosoma (UPS) se compone de dos subunidades. La primera
subunidad catalitica es la 20S la cual contiene tres enzimas: quimiotripsina,
tripsina y peptidil-glutamil que cortan residuos hidrofébicos, basicos y acidos,
respectivamente [92]. La segunda subunidad o 19S, la cual presenta una
funcién reguladora, se une a la subunidad 20S formando el proteosoma o
subunidad 26S. Una serie de enzimas permiten que las ubiquitinas realicen un
marcaje de aquellas moléculas que deben ser degradas utilizando para ello las
ubiquitin-ligasas [71]. Finalmente, una vez dentro de la subunidad 26S las
enzimas cataliticas degradan la proteinas en aminoacidos que posteriormente

se utilizaran en la sintesis de proteinas de novo (Figura 11).
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Figura 11. Esquema del sistema ubiquitina-proteosoma (UPS). El sistema se compone
de dos subunidades 19S y 20S, que en conjunto conforman la subunidad 26S. Cuando
una proteina poliubiquitinada entra en el complejo es degradada en aminoacidos por
la accién de enzimas proteoliticas. Ante la presencia de agregados macromoleculares
de una proteina alterada (mtHtt en la figura) el sistema se bloquea.

El sistema proteosomal no es solamente utilizado para regular el
recambio de proteinas dentro de la célula, sino que su actividad proteolitica
funciona regulando otros procesos importante tales como la progresién del
ciclo celular, oncogénesis, transcripcién, desarrollo y crecimiento y eliminaciéon
de proteinas anormales [92]. Este sistema no es capaz de degradar las
proteinas con una expansién en la cadena de poliQ de manera que éstas se
quedan “atascadas” en el proteosoma y bloquean la entrada de otros sustratos
a la subunidad catalitica 20S [71]. Diferentes estudios han demostrado que
durante el progreso de este tipo de enfermedades el sistema se encuentra
alterado, imposibilitando su funcién de degradacién. La tasa de degradacion
de los agregados es inversamente proporcional a la longitud de la repeticién
de poliQ probablemente por la saturacién del sistema de degradacién
conllevando a una modificacién en el potencial de membrana mitocondrial y la
subsecuente activacién de la via intrinseca de la apoptosis [93]. Otros estudios
apuntan a que la via se encuentra altamente activa pero incapaz de llevar a

cabo su funcién por la presencia de proteinas, como la RECgamma, que impide
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a las proteasas romper los enlaces glutamina-glutamina, de aqui que la
activacion de la via proteosomal, aunque no en todos los modelos de la

enfermedad, logre disminuir la presencia de los agregados [94].

Diferentes terapias que promueven la correcta funcionalidad del
sistema UPS en la HD estén bajo estudio. Una de ellas es la sobreexpresién de
moléculas endégenas tales como PA700 y PA28, con las cuales se ha observado
una recuperacidén de la actividad de la via proteosomal en fibroblastos de piel
de pacientes con HD y un aumento en la viabilidad de neuronas estriadas que

contienen mtHtt [95].

2.5.3 Papel de la ruta de la autofagia en la HD

La autofagia es un proceso en el cual los organulos y proteinas de
mayor tamafio son secuestrados en vesiculas autofagicas y marcados para ser
degradados a través de la fusién con el lisosoma [96, 97]. Esta respuesta esta
muy conservada entre especies y se activa ante diferentes estimulos. Uno de
ellos es la privacién de nutrientes, lo cual activa la autodigestion del
citoplasmay organulos en aminoacidos y acidos grasos (AG) que son fuente de
energia [98]. Por otro lado, la acumulacién de proteinas y organulos alterados
a causa de diferentes patologias es otro ejemplo de estimulos que activan a la

autofagia.

El proceso de autofagia consta de los siguientes pasos: iniciacion,
nucleacién, elongacién y maduracién. El inicio del proceso presenta la
formacién de una estructura de doble membrana llamada autofagosoma, la
cual es mediada por una serie de genes especificos de la autofagia (Atg) que
responden a funciones como la de formacién de las vesiculas de nucleacién y
activacion de un sistema de conjugacién para la formacién, y otro para el
desmembramiento del autofagosoma [98, 99]. En el paso de elongacién, la
doble membrana se construye por la unién del complejo Atg5/12 y la fusién de

LC3 (cadena ligera 3) a fosfatidiletanolamina (PE). Eventualmente, la
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membrana se sella manteniendo dentro las moléculas a ser degradadas y
dirigiéndose al lisosoma donde las hidrolasas y el pH acido logran la

degradacién total (Figura 12).

El principal regulador de la activacién o inhibicién de la autofagia es la
proteina mTOR (diana de la rapamicina en mamiferos). Esta proteina fue
descrita como una quinasa de serina/treonina clave en procesos de
crecimiento y proliferacién celular, sintesis de proteinas y autofagia. Esta
quinasa cumple con un papel inhibitorio de la ruta de la autofagia en
condiciones fisiolégicas. Es decir, bajo condiciones favorables de crecimiento,
mTOR promueve la sintesis de proteinas y la inhibicién de su degradacién,
mientras que en condiciones desfavorables, mTOR es inhibida con la
consiguiente activacion de mecanismos de degradacién de proteinas, entre
ellas la autofagia. Otros mecanismos que inactivan a mTOR, aparte de la
privacién de nutrientes son los agentes infecciosos, dafios a organulos,

proteinas téxicas y, quimicamente, la rapamicina [96, 97].

Bcl-2 Beclin-1

PE: Fosfatidiletanolamina
l AA: Aminoacidos
AG: Acidos grasos

Beclin-1
Atg5
Atg10
Vps34 Atg12
l i
@
PE J@ ® [ ] & .. )
= (] L) —> ° .0‘
c3-n @ PY

Autofagosoma
Fagoforo/Membrana
aislante

Lisosoma

Figura 12. Esquema de la ruta de autofagia. El proceso consta de una fase de iniciacién
con la intervencién de beclin-1 para la formacién del complejo de nucleacién, el cual
ante la presencia de diversas Atg, entre ellas Atg5, Atg10 y Atg12 forma el fagéforo.
Posterior a la formacién del autofagosoma éste se internaliza en los lisosomas donde es
degradado.
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Diversos estudios han revelado que la activacién de la autofagia
disminuye la presencia de los agregados y otras especies solubles de Htt y en
consecuencia, se produce una reducciéon de la toxicidad en modelos celulares y
animales de la enfermedad [99]. La diana terapéutica a la que mayor atencién
se ha prestado es mTOR. Ravimukar et a/, demostraron que el tratamiento con
rapamicina de células PC12 que expresan el exén 1 de la Htt indujo la
disminucién del nimero de agregados y de la muerte celular asociada [100-
102]. El laboratorio de Rubinsztein ha puesto de manifiesto que la inhibicién
de Rab5, una proteina involucrada en endocitosis, detiene la maquinaria de la
macroautofagia, a través de la interaccién con Vps34 [103]. Estos estudios
abrieron la puerta para buscar moduladores de la ruta de la autofagia como
potenciales dianas terapéuticas en el tratamiento de las enfermedades

dependientes de poliQ [103].

2.6 Modelos de estudio para la HD

El desarrollo de modelos que permitan el estudio exhaustivo de los
procesos que se alteran en las diversas patologias es importante en ciencia.
Actualmente, no existe un modelo animal o celular que recapitule
completamente todo el progreso de la HD. La tabla 6 resume algunos de los

modelos utilizados actualmente por la comunidad cientifica.
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Tabla 6. Resumen de los diferentes modelos para el estudio de la HD utilizados en la

actualidad.

C. elegans
(nemétodo)

Htt humana completa con 150Q

Primeros 57 aa de proteina humana con

19Q,88Q 0 128Q

Fallo en test motores

Fallo con 128Q en test

motores

Muerte apoptética con
ced-3 activa, presencia de

agregados en neuronas

Acumulacién perinuclear
y nuclear de htt, alto grado
deinclusiones observadas

en axones con 128Q.

D. megalogaster
(Mosca de /a fruta)

N-terminal con 2Q,75Q 0 120Q

Htt humana completa con 16Q 0 128Q

Degeneracién de laretina

Fallo en test motores

Degeneracién de laretina
Fallo en test motores

Imposibilidad para volar

Neurodegeneracién correlacionada
con repeticiones de poliQ

Presencia nuclear de htt

Presencia nuclear de htt
Fallo en transmisién sinaptica
No formacién visible de

agregados

Ratén

R6/1-R6/2

N171-82Q

YAC

Exén 1/116Q-144Q

Huntingtina humana

171 aacon 82Q, 44Q, 18Q

Proteina del prio murino

Htt complet con 72Q, 128Q
Huntingtina humana

Deficit en test rotarod
temblor, corea, distonia
dificultad para tragar
hipoquinesia
pérdida de peso

Deficit en test rotarod
Temblores, dificultad para
tragar, hipoquinesia,

muerte temprana

Ataxia, hiperactividad
hipoquinesia, pérdida de
peso, dificultad para

Muerte y atrofia
neuronal
Presencia de inclusiones

en hipocampo y estriado

Muerte mayor a nivel
del estriado, atrofia
cerebral, inclusiones en

hipocampo y estriado

Muerte y atrofia

solo en estriado

tragar.

Los mas utilizados actualmente son:

1.

2. Modelos in vivo
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2.6.1 Modelos celulares de toxicidad dependientes de poliQ

El uso de cultivos primarios provee un importante pero ain limitada y
heterogénea aproximacién para la obtencién de células para el estudio de
diversas patologias. El desarrollo de lineas celulares clonales representa una
herramienta interesante para el estudio de diferenciaciéon celular y la
expresion de genes de interés [104, 105]. Las lineas celulares mas utilizadas
actualmente en el estudio de los diferentes mecanismos subyacentes en la
patologia de HD son: la linea ST14A y la STHdh. ST14A se obtuvo de
embriones de ratas Sprague-Dawley con 14 dias de gestaciéon [104]. Al
respecto, existen cuatro lineas celulares que expresan de manera constitutiva
la proteina Htt completa (FL) o un fragmento de ella (1-548) con 15 (silvestre)
o 120 (alterada) repeticiones de glutamina. Esta linea se ha inmortalizado
utilizando el alelo A58/U19 del antigeno T largo SV40 que permite el correcto
crecimiento de las células a la temperatura permisiva (33°C), sin embargo, ante
un cambio a la no permisiva (39°C) se presenta toxicidad y muerte celular
dependiente de poliQ. La linea STHdh, se obtuvo de ratones knock-in
Hdh?"""/Hdh®""con 14 dias de gestacién [106]. Esta linea neuronal presenta
de manera constitutiva el exén 1 con 7 (silvestre) o 111 (alterada) repeticiones
de glutamina. Sin embargo, al contrario de las células ST14A, este modelo
celular no requiere del cambio de temperatura, sino que ante la induccién de
estrés celular con un agente externo, como la privacién de suero, la muerte
que se presenta es poliQ dependiente. De manera similar a las ST14A, esta
linea ha sido inmortalizada utilizando el alelo A58/U19 del antigeno T largo
SV40 que permite el correcto crecimiento de las células a la temperatura

permisiva (33°C).

No obstante, el trabajo con células presenta desventajas sobre los
otros modelos. Una de las mas importantes es la poca capacidad para
reproducir a nivel celular el fenotipo completo caracteristico de la

enfermedad. Ademas, multiples recomendaciones en el trabajo con este
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modelo sefialan la necesidad de un manejo cuidadoso debido a cierta
inestabilidad genética. Por el contrario, la capacidad de estudiar los
mecanismos moleculares que subyacen en la enfermedad representa la ventaja

mas importante para el trabajo con células.

2.6.2 Modelos in vivo

Drosophila melanogaster

En 1993 Brand y Perrimon disefiaron un sistema para el estudio y
expresion de genes en organismos como Drosophila melanogaster [107]. El
sistema llamado GAL4-UAS tiene dos componentes: la participacién del gen
GAL4 que codifica para el activador de la transcripcién de la proteina GAL4 en
levadura, y el elemento UAS (Upstream activation sequence), un promotor al
cual GAL4 se une de manera especifica y activa la transcripcién del gen de
estudio deseado. En este modelo, en una linea transgénica el gen diana se
mantiene silenciado por la ausencia de su activador. Sin embargo, el
entrecruzamiento con una segunda linea transgénica que contiene la proteina
activadora conlleva a que la descendencia contenga al gen-diana de interés

presente [107] (Figura 13).

CepaGal4 CepaUAS-gen
{\ promotor
Elemento GAL4 UAS Gen X aexpresar
activador
W, 7 i o i o
ST
", f;&ky ‘ =
e
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)

Protein

;a%. -
rd‘:)» i‘%""’«x}

Expresiéngen X

'

Figura 13. Modelo de GAL4/UAS utilizado en el estudio de la HD.
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Como fue explicado anteriormente, mediante utilizando este modelo
el laboratorio de Jackson demostré la neurodegeneracién ante la presencia de
un transgen de la Htt que contenia 108 repeticiones de glutamina [60]. Entre
las caracteristicas que respaldan el uso de este modelo se destaca que a través
de lo largo de la evolucién gran cantidad de genes se han conservado entre
Drosophilay mamiferos. Este hecho aunado a la facilidad para la manipulacién
de la mosca, el bajo coste de mantenimiento y la alta progenie hacen de esto
modelo ideal para la realizacién de cribados de moléculas que busquen
disminuir el fenotipo de la enfermedad [108]. No obstante, los modelos de la
HD actualmente existentes se basan en la expresién del extremo N-terminal
con repeticiones poliQ lo cual limita los estudios a la presencia/ausencia de

agregados.
Modelos de ratones

La generacién de modelos en ratones para la HD ha constituido un gran
avance en el estudio de la enfermedad. Los modelos existentes hasta el

momento se pueden dividir en dos grupos.
1. Ratones transgénicos
2. Ratones “knock-in"

Los ratones transgénicos, generados por la insercién de la proteina
mutante al azar en el genoma, se pueden dividir a su vez en modelos que
contienen un fragmento de la proteina, por ejemplo el extremo N-terminal, o
la proteina completa. En el caso de la HD se han descrito tres modelos con la
proteina truncada: R6/1, N171-82Q y, el méas caracterizado y frecuentemente
utilizado es el R6/2, que contiene aproximadamente 150 repeticiones de poliQ
[109]. Este modelo es ampliamente utilizado puesto que presenta un fenotipo
homogéneo y progresivo, aunado a que la expresion del exén 1 con la

expansion de poliQ es suficiente para reproducir caracteristicas
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neuropatolégicas de la enfermedad. Por otro lado, los modelos de ratones
transgénicos YAC128 y BAC97que expresan la proteina humana completa, se
correlacionan muy bien con la patologia en humanos en términos de muerte
neuronal y activacién de las rutas apoptéticas. Sin embargo, la mayor
desventaja de los modelos con ratones transgénicos es la presencia de

fenotipos menos severos que los observados en humanos [63].

Los ratones “knock-in", representan el modelo genético mas preciso
utilizado en la actualidad. Son generados por la insercién de la proteina
mutante en el locus propio del gen del ratén o en otros casos, el exén del ratén
puede ser reemplazado por uno humano que contenga la expansién de poliQ.
Uno de los modelos mas utilizados es Hthm, consiste en la insercién de 111
repeticiones de glutamina en el exén 1 del gen de huntingtina del ratén [110].
Entre las ventajas de utilizar este modelo se encuentra la reproduccién de la
aparicién tardia de los sintomas de la patologia como la pérdida de peso y del
eje de coordinacién al caminar. A nivel molecular, se han observado agregados
intranucleares predominantemente en el estriado. Estos modelos se
correlacionan muy bien con el humano en cuanto a cambios en las capacidades
fisicas y la formacién de fragmentos N-terminal, sin embargo, estos modelos
no reproducen por completo el fenotipo de la patologia y mayor

caracterizaciéon del modelo es necesaria para optimizar su utilizacion.

Con base en las caracteristicas de la patologia que se desean estudiar y los
recursos del laboratorio se utilizan uno o varios de los modelos explicados en
este apartado, a pesar de que por el momento ninguno de ellos recapitula las

caracteristicas totales de la enfermedad en humanos.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es el estudio de la implicacién de Apaf-1,
una proteina de la ruta intrinseca de la apoptosis, en la fisiopatologia de la
enfermedad de Huntington (HD). Diversas evidencias, principalmente en
Drosophila melanogaster, apuntan a un papel de Apaf-1 en la patologia de
Huntington, nuestro objetivo consiste en descifrar el papel de esta proteina en
la expresién de agregados en un modelo celular de mamiferos de la HD.

Los objetivos especificos propuestos son los siguientes:

1. Determinar si Apaf-1 juega un papel en la agregacion de la proteina

Htt en un modelo celular de mamifero.

2. Establecer si la participacién de Apaf-1 en la enfermedad esta
relacionada con su funcién en el apoptosoma o es independiente de su

actividad proapoptética.

3. Determinar sila inhibicién farmacolégica de la proteina Apaf-1 afecta

a su funcién en el modelo de agregacién utilizado.

4. Comprobar la capacidad inhibitoria sobre Apaf-1 de diferentes

compuestos que se encuentran actualmente en estudio para la HD.

5. Determinar si la inhibicién de la proteina en el modelo de agregacién

correlaciona con un modelo de toxicidad.

6. Elucidar el mecanismo molecular por el cual Apaf-1 interviene en el

proceso de agregacion.
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Resultados

1. Implicacién de Apaf-1 en la fisiopatologia de la HD

Modelo de estudio de agregacién

El primer paso llevado a cabo para abordar los objetivos descritos fue
la estandarizacién de una herramienta que permitiese el estudio cuantitativo
de la formacién de agregados caracteristicos de la patologia (Figura 14A). Se
utilizaron dos construcciones génicas, facilitadas por el Dr. Rubinsztein, que
expresan el exén 1 de la Htt fusionada a la proteina fluorescente verde (GFP).
La primera construccién codifica para una proteina que contiene 23
repeticiones de glutamina (EGFP-HDQ23) siendo equivalente a la forma no
patolégica y en la cual, no se presenta formacién de agregados. La segunda
construccién (EGFP-HDQ74) se caracteriza por contener 74 repeticiones de
glutamina, ser patoldgica y formar agregados citosélicos y nucleares que son
facilmente visibles por microscopia de fluorescencia o confocal. En la figura
14B se presenta un ejemplo de imagenes de microscopia de las tres lineas
celulares utilizadas a lo largo del proyecto transfectadas con las construcciones
génicas mencionadas: células derivadas de cancer cérvico-uterino humano
(Hela), fibroblastos de embriones de ratéon (MEFS) y células neuronales

(STHdh) derivadas del ratén knock-in Hdh [106].
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A

exon1-Q23-Htt

exon1-Q74-Htt

24h
% w,
R 1, (R
Hela/MEFS/STHdh * 48/72h
Agregacién con Microscopia
de fluorescencia

B

STHdh Hela  wtMEFS

Figura 14. Modelo de agregacién utilizado para el estudio de la HD. (A) Esquema del
procedimiento utilizado donde las diferentes lineas celulares son transfectadas con los
plasmidos EGFP-HDQ23 o EGFP-HDQ74. (B) Expresiéon de agregados en diferentes
lineas celulares observados por microscopia de fluorescencia.

1.1 Apaf-1 participa en la formacién de los agregados de poliQ

Como se ha comentado en la parte introductoria, distintas evidencias
sugerian una implicacién de la proteina Apaf-1 en la fisiopatologia, a nivel
celular, de la HD. Por tanto se analizé la influencia de Apaf-1 en la formacién
de agregados de mtHtt en los modelos celulares seleccionados. El anélisis
cuantitativo se llevé a cabo en presencia/ausencia de Apaf-1 utilizando células
derivadas de fibroblastos embrionarios de ratén silvestres (WtMEFS) o knock-
out para Apaf-1 (AkoMEFS). La transfeccion con el plasmido EGFP-HDQ23 no
indujo la presencia de agregados dependientes de poliQ en las lineas celulares
utilizadas (Figura 15). Por el contrario, la transfeccién con el plasmido que
contiene 74 repeticiones de glutamina en wtMEFS presenté un porcentaje
relativo en torno al 35% de formacién de agregados mientras que las células

AkoMEFS presentaron un porcentaje significativamente menor (18%) (Figura
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15). Estos datos pusieron de manifiesto un papel para Apaf-1 en la formacién

de agregados dependientes de poliQ.

[72]
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Figura 15. Papel de Apaf-1 en la formacién de agregados dependientes de poliQ.
MEFS silvestres (wtMEFS) y MEFS knock-out de Apaf-1 (AkoMEFS) fueron
transfectadas con los plasmidos EGFP-HDQ23 o EGFP-HDQ74. El porcentaje de
células GFP positivas que expresan agregados fue determinado mediante el contaje de
500 células totales tras 48 h de transfecciéon. Los datos representan el promedio * s.d
de tres experimentos (**p < 0.05). El panel de la derecha confirmé que efectivamente
las céluas AkoMEFS eran deficientes en Apaf-1. Tubulina se utilizé como control de
carga.

Para corroborar que la ausencia de Apaf-1 modifica la presencia de
agregados dependientes de poliQ, se procedié al silenciamiento génico de
Apaf-1 mediante siRNA en células Hela. El método de silenciamiento consistié
en la transfeccién de un siRNA de Apaf-1 comercial (Cell Signaling®). Para
determinar la influencia del silenciamiento de Apaf-1 en la expresién de los
agregados se procedié a transfectar las células con el plasmido EGFP-HDQ74 a
las 24h de haber transfectado el siRNA de Apaf-1. Se transfectaron células con
EGFP-HDQ74 y con un siRNA random (Rsi - no dirigido al mRNA de Apaf-1)
para generar el oportuno control. Tras 40 h se analizé la presencia de
agregados. La eficiencia en silenciamiento génico de Apaf-1 fue en torno al
70% (Figura 16A). Los resultados obtenidos mostraron que las células
transfectadas con el silenciador control (Rsi) presentaron un porcentaje

relativo de agregados similar a las células no transfectadas (Ctrl; sin siRNA). Sin
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embargo, el silenciamiento de Apaf-1 (Asi) resulté en una disminucién
significativa en la formacién de agregados en las células Hela (Figura 16B). La
reduccion dependiente de Apaf-1 del nidmero de agregados en los
experimentos basados en silenciamiento génico fue ligeramente inferior a la
obtenida en los AkoMEFS posiblemente por no haber podido conseguir un
silenciamiento total de Apaf-1. Finalmente, se sobreexpres6é Apaf-1 mediante
la transfeccién de un plasmido que codifica para la proteina, con el objetivo de
ver si la presencia de agregados se modificaba. Los resultados mostraron que el
aumento de Apaf-1 causa una mayor formacién de agregados en el modelo de
agregacién (Figura 16C). Los resultados en conjunto confirmaron la influencia

de Apaf-1 en la formacién de agregados dependientes de poliQ.

A
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s Tubulina
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% células expresando
Q74 con agregados
% células expresando

Ctrl Rsi Asi B + Apat-t

Figura 16. Efecto de Apaf-1 en la aparicion de agregados dependientes de poliQ.
Células Hela fueron transfectadas con EGFP-HDQ74 tras 24h de silenciamiento de
Apaf-1(Asi), o siRNA control (Rsi). (A) Los extractos de proteina total fueron analizados
por westernblot para determinar el nivel de silenciamiento de Apaf-1. El revelado de
tubulina se utilizé6 como control de carga. (B) El porcentaje de células GFP positivas
que expresan agregados fue determinado por el contaje de 500 células totales tras 72h
de transfeccion del siRNA. (C) El porcentaje de células GFP positivas que expresan
agregados fue determinado con el contaje de 500 células totales tras 72h de
transfeccién del pCDNA-Apaf-1 (suministrado por el Dr. Gabriel NGfiez). Los datos
representan el promedio * s.d de tres experimentos.
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1.2 El papel de Apaf-1 en HD es caspasa independiente

Los resultados obtenidos sugerian una implicacién de Apaf-1 en la
formacién de agregados de HD. La principal funcién descrita para Apaf-1en la
célula es el reclutamiento de pc9 y formacién del apoptosoma en presencia de
Cit c. Para analizar si la influencia de Apaf-1 en la formacién de agregados
dependia de la proteina en si o bien del apoptosoma se llevé a cabo el
silenciamiento génico mediado por siRNA de pc9. Se utilizé6 un siRNA
comercial (Cell Signaling®) y se aplicé la misma metodologia anteriormente
descrita (Figura 17A). El silenciamiento génico de pc9 (pc9si) no modificé
significativamente la formacién de agregados en el modelo celular utilizado,
sugiriendo que la disminucién de agregados observada es dependiente de la
presencia de Apaf-1 mas que de la formacién o actividad del apoptosoma
(Figura 17B). Los datos obtenidos con el silenciamiento génico de pc9 sugerian
la no dependencia de la formacién del apoptosoma, responsable en principio
de la activacion de caspasas. No obstante, se analizé con mas detalle la posible
implicacion de la actividad enzimatica de las caspasas. Para ello, las células
Hela se transfectaron con la construccién EGFP-HDQ74 y se trataron con el
inhibidor irreversible de caspasas z-VAD. Los resultados mostraron que la
inhibicién general de caspasas no influyé en la aparicién de los agregados

(Figura 17C).
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Figura 17. Efecto de las caspasas en la apariciéon de agregados dependientes de poliQ.
Células Hela fueron transfectadas con EGFP-HDQ74 tras 24 h de silenciamiento de
pc9 (pc9si) o siRNA control (Rsi). (A) Los extractos de proteina total fueron analizados
por westernblot para determinar el nivel de silenciamiento pc9. El revelado de
tubulina se utilizé6 como control de carga. (B) El porcentaje de células GFP positivas
que expresan agregados fue determinado por el contaje de 500 células totales tras 72h
de transfeccién del siRNA. (C) Las células fueron transfectadas con EGFP-HDQ74 y
tratadas con z-VAD (10 pM). El porcentaje de células GFP positivas que expresan
agregados fue determinado con el contaje de 500 células totales tras 72h de
transfeccion. Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos.

En su conjunto los resultados indican que el papel de Apaf-1 en la
formacién de agregados de mtHtt dependientes de poliQ no es dependiente
de caspasas ni del ensamblaje del apoptosoma sino mas bien se puede atribuir

a una funcién celular de Apaf-1 todavia no descrita.
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2. Modulacién quimica de Apaf-1 y sus efectos en el modelo
de HD

La basqueda de inhibidores de apoptosis para la elaboracién de
posibles terapias en enfermedades caracterizadas por la presencia de
apoptosis excesiva, ha tomado relevancia en los dltimos afios. En particular, se
estan tratando de identificar nuevas dianas farmacolégicas debido a los
problemas que estan apareciendo en el desarrollo farmacolégico de los
inhibidores de caspasas, que fueron la primera diana explorada [59, 111]. En
concreto, en el laboratorio se estan desarrollando inhibidores de Apaf-1y se
ha evaluado su actividad en distintos modelos celulares y animales de
patologia [42, 43, 50]. Se estan obteniendo resultados satisfactorios en la
inhibicidn especifica en ciertas células de la muerte celular inducida por
cisplatino y de los dafios celulares inducidos por hipoxia (Orzdez et al
submitted). Ademas, los inhibidores de Apaf-1 desarrollados también se
pueden considerar como una herramienta de biologia quimica para interrogar
los sistemas biolégicos. En este sentido, se procedié a estudiar el efecto de
estos inhibidores en la formacién de agregados dependientes de poliQ. De
esta manera se procedié al anélisis del potencial terapéutico de los inhibidores
de Apaf-1 en el modelo de agregacién. Ademas, también se han descrito
compuestos que disminuyen la agregacion dependiente de poliQ, pero en
cambio no se ha descrito el mecanismo de accién. Asi por ejemplo, de los
compuestos que se han evaluado [112-114] en estudios clinicos para el
tratamiento de la HD se pensé que la diana farmacolégica de minociclina

podia estar relacionada con Apaf-1.

2.1 Caracterizacién del inhibidor de Apaf-1, SVT016426

Uno de los inhibidores mas estudiados de Apaf-1 es SVT016426, que
se presenta como un inhibidor altamente especifico, que inhibe la actividad

del apoptosoma y tiene efectos paliativos en la muerte celular inducida por
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distintos inductores de apoptosis (Orzaez et al submitted). Dado la
importancia del compuesto, en este estudio se consideré oportuno resumir los
puntos mas importantes de la caracterizacién del compuesto, con el objetivo
de facilitar la comprensién y discusién de los resultados que en el apartado

2.3.2 se muestran.

En la figura 18 se muestra la estructura del compuesto SVT016426
(Figura 18A) y se detalla la capacidad inhibitoria del mismo en un ensayo de
reconstitucién del apoptosoma /n vitroy en un ensayo con extractos citosélicos
de células HEK293. La concentracién de compuesto necesaria para inhibir el
50% de la actividad del apoptosoma in vitro (ICso) y en extractos celulares fue
de 7.9 pM y 16.8 pM, respectivamente (Figura 18B). El ensayo /in vitro consistié
en la incubacién de Apaf-1 recombinante (rApaf-1), dATP, Cit ¢ y pc9
recombinante, permitiendo la formacién del apoptosoma y siguiendo la
hidrélisis de un sustrato fluorogénico de caspasa-9 (Ac-LEDH-afc) mediante
espectroscopia de fluorescencia. Para llevar a cabo los ensayos en extractos
celulares, los extractos citosdlicos de células HEK293 se obtuvieron a partir de
la lisis de células en un tampdn hipoténico. El lisado se fraccionéd mediante
cromatografia de intercambio i6nico obteniéndose la fase citosélica (FT) que
no contiene Apaf-1, pero si todos los componentes adicionales para la
formacién del apoptosoma, de manera que al agregar rApaf-1 exégenamente

se restablecia la actividad del apoptosoma (ver material y métodos) [42].

A continuacién, se analizé la actividad antiapoptética del compuesto
en un modelo celular y se comparé con otros inhibidores de la apoptosis
descritos como IDN (acido pentanoico 3{2-(2-tert-Butil-fenilaminooxalil)-
amino-propionilamino}-4-oxo-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-fenoxy) y z-VAD,
inhibidores de caspasa-3, y un antioxidante como Ebselen. Los resultados
demostraron que todos los compuestos fueron capaces de inhibir de manera
similar la actividad caspasa-3 inducida por cisplatino (Figura 18D). Sin

embargo, sélo SVT016426 logré trasladar su efecto inhibitorio a un aumento
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moderado pero significativo de la supervivencia celular en comparacién al
resto de compuestos (Figura 18C). Ademas, SVT016426 fue capaz de inhibir la
salida de Cit c de la mitocondria (Figura 18E), lo cual contribuye al efecto en
supervivencia celular observado tanto en modelos celulares como /n vivo
(Orzaez et al. submitted). Por Gltimo, se muestran los resultados equivalentes a
los tres ensayos anteriormente descritos para un modelo celular en donde se
llevé a cabo el silenciamiento génico de Apaf-1. Estos resultados confirmaron
que los fenotipos observados estan mediados por la presencia de Apaf-1, diana
molecular del SVT016426. Es decir, tal y como se observa en la figura 18G,
SVT016426 no fue capaz de inhibir la actividad caspasa-3 en las células
tratadas con el silenciador de Apaf-1. Ademas, en ausencia de Apaf-1
SVT016426 no inhibié la muerte celular (Figura 18F) ni modificé la salida de
Cit c de la mitocondria, independientemente de la presencia del SVT016426,

observada en el caso del silenciador control (Figura 18H).
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Figura 18. Caracterizacién de SVT016426 como inhibidor de Apaf-1. (A) Estructura del
compuesto SVT016426. (B) ICsy obtenida para SVT016426 en un ensayo in vitro de
reconstitucién del apoptosoma y en extractos de células HEK293 que no contienen
Apaf-1 (ver material y métodos), pero a las que se les afiade rApaf-1 para activar el
apoptosoma. Células Hela fueron tratadas con z-VAD (10 pM), IDN (10 pM), Ebselen
(10 pM) y SVT0164206 (10 pM) durante 24 h. La viabilidad celular fue medida por MTT
(C), la actividad caspasa-3 fue obtenida posterior a la adicién del sustrato Ac-DEVD-
afc (D). El porcentaje de Cit ¢ mitocondrial fue analizado por citometria de flujo
posterior a su marcaje (E). La viabilidad celular (F), actividad caspasa-3 (G) y el
porcentaje de Cit ¢ mitocondrial (H) fueron registrados tras la transfeccién durante 24
h de un silenciador de Apaf-1 (Apaf-1si) o siRNA control (Randsi) en células Hela en
presencia o ausencia de SVT016426 (10 pM) y cisplatino (CDDP, 20 pM). Los datos
representan el promedio * s.d de tres experimentos (**p < 0.05; ***p < 0.001).
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2.2 Caracterizacién de minociclina como inhibidor de Apaf-1

Diversos estudios apuntan hacia prometedoras moléculas que retrasan
la muerte celular y la agregacién de poliQ en modelos animales de la HD, sin
embargo el mecanismo por el cual ejercen su accién neuroprotectora es
desconocido. Algunos de los farmacos aprobados para ensayos clinicos con
pacientes que presentan la enfermedad de HD incluyen moléculas como

metazolamida, cistamina y minociclina.

La metazolamida es un farmaco diurético utilizado en glaucoma que
disminuye la tensién a través de la inhibicién de la anhidrasa carbénica en las
células epiteliales de los tubulos proximales del riién [115]. Interesantemente,
Wang et al. demostraron que esta molécula tenia capacidad de inhibir la salida
de Cit c en un ensayo con mitocondrias aisladas y en un modelo celular de la
HD, donde el tratamiento con este compuesto brindé neuroproteccién a
través de la disminuciéon de la salida de Cit cy de la activacién de caspasa-3

[114].

Por otro lado, cistamina y su forma reducida (cisteamina) han sido
identificados como potenciales farmacos para el tratamiento de la HD [116].
Su papel en la HD se basé en la observacidn de que ratones transgénicos que
expresan el exén 1 de la proteina Htt con una expansiéon de poliQ en su
extremo N-terminal muestran menos pérdida de peso y disminuciéon de los
movimientos coreicos. A pesar de que su mecanismo de accién en la patologia
no esta del todo claro, se cree que disminuye la interacciéon entre Htt con la
enzima transglutaminasa (TGasa), la cual interacciona con Htt promoviendo su

agregacion [112].

Por dltimo, minociclina es un antibiético de segunda generacién
derivado de las tetraciclinas que ha sido estudiado en diversas enfermedades
neurodegenerativas debido a sus capacidades antiinflamatorias y

neuroprotectoras [83, 117]. Diversos estudios apuntan a su capacidad
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neuroprotectora a través de la inhibicién de la apoptosis. Wang et al
demostraron una diminucién de la muerte celular con minociclina consecuente
a una menor salida del Cit c al espacio citosélico [113]. Aunado a lo anterior,
también se le ha atribuido un papel de interaccién con la familia de proteinas
Bcl-2 y capacidad para disminuir la activacién de la ruta de la inflamacién [118,
119]. A pesar de la informacién descrita, no existe un mecanismo claro que

explique su papel en neuroproteccién.

Debido a la similitud de accién en algunos de los efectos a nivel celular
de minociclina con respecto a SVT016426, se decidié analizar si alguno de
estos compuestos presentaba efecto alguno en el ensayo /n vitro de activacién
del apoptosoma. Para ello, se reconstituyé /n vitro el apoptosoma en presencia
de las moléculas nombradas y se analizé la actividad del complejo para activar
pc9. Metazolamida y cistamina presentaron porcentajes bajos de inhibicién de
15 y 17%, respectivamente, mientras que minociclina presenté un 40% de

inhibicidn de la actividad del apoptosoma (Figura 19).
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Figura 19. Inhibicién /n vitro del apoptosoma con diferentes compuestos estudiados
para la HD. La actividad del apoptosoma se registré incubando pc9, Cit ¢, dATP y
rApaf-1 con metazolamina (Met, 100 pM), cistamina (C, 50 pM), minociclina (M, 50
pM) y z-VAD (z-VAD; 10 pM). La actividad fue medida por la adicién del sustrato Ac-
LEHD-afc y se ha representado el porcentaje de inhibicién con respecto al maximo de
actividad obtenido en el control. con-Apaf-1y con-pc9 significan que no se afiadido al
ensayo Apaf-1 o pc9, respectivamente. Los datos representan el promedio + s.d de tres
experimentos (**p < 0.05).
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Debido a la capacidad moderada de minociclina de inhibir la actividad
del apoptosoma, se decidié continuar estudiando si sus propiedades

antiapoptoéticas estaban mediadas por una accién sobre Apaf-1.

2.2.1 Minociclina inhibe la actividad del apoptosoma in vitro

El primer paso consistié en determinar la concentracién de minociclina
necesaria para inhibir la actividad del apoptosoma en un 50% (ICsp). Para llevar
a cabo este objetivo, se analizaron diferentes concentraciones de minociclina
en el ensayo de reconstitucién de la actividad del apoptosoma in vitro. El
analisis de la curva dosis-respuesta mostré una ICsy de aproximadamente 54

pM % 0,2 (Figura 20).
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Figura 20. Curva dosis-respuesta para minociclina en el ensayo in vitro de
reconstitucién del apoptosoma. La actividad se registré incubando pc9, Cit ¢, dATP y
rApaf-1 en presencia de diferentes concentraciones de minociclina (10 pM, 25 pM, 50
pM, 100 pM y 200 pM). La gréfica representa el porcentaje de inhibicién respecto al
control en cada uno de los casos frente al logaritmo de la concentraciéon de
minociclina. Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos. Las lineas
punteadas representan el 95% de intervalo de confianza.

Para averiguar sobre qué proteina del apoptosoma actuaba

minociclina se llevaron a cabo tres ensayos diferentes:
1. Ensayo de activacion de pc9 en presencia de minociclina.

2. Ensayo de activacién de caspasa-3 en presencia de minociclina.
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3. Ensayo con extractos celulares deficientes de Apaf-1 donde rApaf-1 es

afiadido para observar su dependencia.

El ensayo de pc9 se realiz6 mediante un ensayo de dimerizacién
forzada con proteinas recombinantes [120]. En resumen, se utilizan sales
cosmotrépicas para estabilizar las estructuras de proteinas como pc9. En
presencia de citrato sédico se produce una dimerizacién forzada de pc9 que
lleva a su activacién y consecuente hidrdlisis de su sustrato. El resultado no
muestra una inhibicién de pc9 por minociclina a ninguna de las

concentraciones examinadas (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de minociclina en el ensayo de activacién de pc9. El procesamiento
de pc9 es activado por dimerizacién en un tampén citrato sédico en presencia de 50y
100 pM de minociclina (M). La activacién fue seguida por el corte del sustrato
fluorogénico Ac-LEDH-afc. con- corresponde a la actividad basal sin presencia de pc9
recombinante y con+ a la maxima actividad. Los datos representan el promedio * s.d
de tres experimentos.

La siguiente aproximacién consistié6 en determinar si minociclina es
capaz de inhibir la actividad caspasa-3 in vitro. Caspasa-3 recombinante se
obtiene activada después de su produccién heteréloga y purificacién de
bacterias. Minociclina no inhibié la actividad caspasa-3 (Figura 22). En su
conjunto estos resultados sugieren que la actividad inhibitoria de minociclina
estd por encima de la activaciéon de las caspasas de la via intrinseca de la
apoptosis.
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Figura 22. Efecto de minociclina en el ensayo de actividad de caspasa-3 in vitro. El
ensayo se realizé6 mediante la incubacién de caspasa 3 recombinante en presencia de
50 y 100 pM de minociclina (M) durante 20 min en un tampén de reaccién. El
procesamiento y activacién de caspasa-3 fue sequida por el corte del sustrato
colorimétrico Ac-DEVD-pNA. con- significa incubacién sin caspasa-3 y con+ el méximo
de actividad registrado. Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos.

Por dltimo, se evalué la capacidad inhibitoria de minociclina sobre
Apaf-1. Para ello, se realizé un ensayo de reconstitucién del apoptosoma en
extractos celulares de HEK293 y minociclina inhibié la actividad de manera

dependiente de la concentracién (Figura 23).
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Figura 23. Inhibicién /n vitro de Apaf-1 con minociclina en el ensayo de reconstitucién
del apoptosoma en extractos celulares de HEK293. rApaf-1 fue preincubado con 50 o
100 pM de minociclina (M) en presencia de dATP. Tras 20 min se adicioné extracto
citosdlico de células HEK293 que no contiene Apaf-1. La induccién de la apoptosis fue
seguida por el corte del sustrato fluorogénico de caspasa-3. Los datos se presentan
como porcentaje de inhibicién comparado con la muestra no tratada. La muestra
control (con) se refiere al porcentaje de inhibicion de la muestra tratada con el
vehiculo. Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos (** p < 0.05).
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En resumen, los ensayos in vitro sugerian que minociclina no acttia en
la inhibicién de las caspasas-9 y -3 sino que inhibe la reconstitucién del

apoptosoma a través de la inhibiciéon de Apaf-1.

2.2.2 Mecanismo de accién de minociclina

Con el objetivo de corroborar un posible mecanismo de accién basado
en la unién de minociclina a Apaf-1 se analizé por resonancia magnética
nuclear (RMN) si el compuesto y la proteina interaccionaban. Dos métodos
diferentes de RMN fueron utilizados para el analisis de interaccién:
espectroscopia de diferencia de transferencia de saturaciéon (STD) [121] y
espectroscopia waterLOGSY [122]. En estas técnicas un exceso de ligando se
mezcla con la proteina de interés (minociclinay Apaf-1) y el intercambio de los
estados “unido y libre” del ligando modulan la sefial del ligando libre. En la
técnica STD se adquieren dos espectros simultdneamente, uno de la proteina
con todos sus protones saturados y el otro sin la saturacién. Si el ligando esta
unido a la proteina, el ligando estara saturado en el primer espectro y esta
saturaciéon sera transferida al ligando libre. La diferencia entre los dos
espectros representara al ligando que esta unido a Apaf-1. Un ligando que no
presente unién a la proteina producira el mismo espectro con y sin saturaciéony
por ende, las sefiales obtenidas se cancelaran entre si. Por otro lado, la técnica
waterLOGSY hace uso de las moléculas de agua unidas al complejo ligando-
proteina para selectivamente transferir la magnetizacién del complejo al
ligando libre. Por lo tanto, la interaccién entre el ligando y su proteina esta
caracterizado por una sefial positiva del espectro 1D Ho por una reduccién
en la sefial negativa en el espectro de referencia (espectro obtenido en
ausencia de la proteina). La figura 24 muestra el espectro de interaccién entre

rApaf-1y minociclina mediante ambas técnicas.
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Figura 24. Analisis por RMN de la interaccién entre minociclina y rApaf-1. Imagen
detallada de las regiones aromaticas (izquierda) y alifaticas (derecha) del espectro de
RMN resultado del experimento. (A) 1D 'H RMN de la mezcla de rApaf-1 (1 pM) y
minociclina (100 pM). A estas concentraciones las sefiales de la proteina no son
visibles. Las letras de los diferentes protones en el espectro de minociclina se
corresponden con los marcados en la estructura. Las sefiales (*) son impurezas tipicas
que se presentan en las muestras de RMN. (B) Experimento utilizando la técnica
waterLOGSY: las sefiales positivas indican interaccién (protones de la minociclina by
#); las sefiales negativas corresponden a componentes del tampén; los protones metil ¢
e / muestran resultados ambiguos. (C) Experimento utilizando la técnica STD: las
sefiales positivas de los protones a, b, d-e-g, ¢, /i y f indican interacciéon entre
minociclina y Apaf-1.

La figura 24A muestra el espectro 1D 'H de una mezcla de rApaf-1 (1
pM) y minociclina (100 pM). Bajo estas condiciones, rApaf-1 no se observa en
el espectro y las sefiales obtenidas son correspondientes solamente a
minociclina y otros compuestos quimicos presentes en la disolucién

tamponadora. En el experimento waterLOGSY (Figura 24B), algunas de las
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sefiales de la molécula fueron positivas (by #), mientras que las sefiales de los
grupos metilo N(Me), (c e i) fueron, ambas, positiva y negativa. Las sefiales
negativas obtenidas corresponden a otros componentes del tampén utilizado.
Se utilizé un control de la técnica donde rApaf-1 no fue afiadido a la mezclay
se obtuvo sefiales negativas para minociclina. En el caso del experimento con
la técnica STD (Figura 24C) se muestran sefiales positivas débiles que surgen
de minociclina, mientras que no se obtuvo sefial alguna de los componentes
del tampén. Los resultados obtenidos con ambas técnicas muestran que
minociclina interacciona con Apaf-1. A pesar de que la intensidad del espectro
con la técnica STD puede, en principio, proveer informacién acerca del
epitopo de unién, los resultados obtenidos no mostraron una diferencia
importante en las sefiales de minociclina. Por ejemplo, los grupos N(Me),
produjeron una intensidad en la sefial similar. Por lo tanto, los datos no brindan
informacidn sobre el epitopo. Apaf-1 es una proteina grande de 135 kDa que
contienen un dominio N-terminal de reclutamiento de caspasas, un dominio
de unién de nucleétidos y un dominio C-terminal con varias repeticiones
WD40 que funcionan como sitio de unién para el Cit c. Para definir el dominio
involucrado en la interacciéon entre Apaf-1 y minociclina, ambas técnicas se
realizaron con rApaf-1 1-541 (proteina recombinante truncada de Apaf-1 sin
los dominios WD40). No se observé interaccién entre minociclina y rApaf-1 1-
541 sugiriendo que el motivo de unién entre ambas moléculas implica al

extremo C-terminal (Figura 25A, By C).
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Figura 25. Analisis por RMN de la interaccién entre minociclina y rApaf-1 1-541.
Imagen detallada de las regiones aromaticas (izquierda) y alifaticas (derecha) del
espectro de resonancia RMN resultado del experimento. (A) 1D "H RMN de la mezcla
de rApaf-1 1-541 (1 pM) y minociclina (100 pM). Las letras de los diferentes protones
en el espectro de minociclina corresponden a compuestos presentes en el tampdn. Las
sefiales (*) son impurezas tipicas. (B) Experimento utilizando la técnica waterLOGSY: la
ausencia de sefiales positivas y la presencia de las sefiales negativas (¢, i) en el espectro
indican que no hay interaccién entre rApaf-1 1-541 y minociclina. (C) Experimento
utilizando la técnica STD: la ausencia de sefiales positivas demuestra que no existe
interaccién.

Para corroborar este resultado, se realizé el ensayo de reconstitucién
del apoptosoma /n vitro con rApaf-1 1-541. Como se observa en la figura 26 la
ausencia del dominio WD40 en Apaf-1 no permitié6 a minociclina ejercer
efecto inhibitorio significativo sobre la actividad del apoptosoma lo que

corroboré la hipétesis (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de minociclina en un ensayo de activacién de pc9 con rApaf-1 1541.
La actividad del apoptosoma se registré incubando pc9, Cit ¢, dATP y rApaf-1 1-541
(A541) en presencia o ausencia de minociclina (M, 50 pM). La induccién de la
apoptosis fue seguida por el corte del sustrato fluorogénico Ac-LEDH-afc. Con denota
la actividad basal cuando rApaf-1 1-541 no es afadido al ensayo. Los datos
representan el promedio * s.d de tres experimentos.

Por dltimo, como se habia descrito en la literatura que Cit ¢ se une a
Apaf-1 a través del dominio WD40 en un rango nanomolar [123], se hipotetizé
que si minociclina se une a los dominios WD40 de Apaf-1, deberia existir
competencia por la unién con Cit c. Para comprobar dicha posibilidad, se llevé
a cabo un ensayo en el cual diferentes concentraciones de Cit ¢ fueron
incubadas con minociclina. Se observé un modesto efecto competitivo ya que
a bajas concentraciones de Cit ¢, minociclina presenté una mayor capacidad
inhibitoria sobre el apoptosoma que cuando se llevé a cabo el ensayo en

presencia de altas concentraciones de Cit ¢ (Figura 27).

En resumen, la interaccién entre los dominios WD40 de Apaf-1 'y
minociclina puede dificultar la interaccidn con otras proteinas como el Cit clo
que explica la disminucién de la actividad apoptética en condiciones de

induccién de apoptosis.
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Figura 27. Ensayo de competicién entre minociclina y Cit ¢ por su accién sobre el
apoptosoma. El ensayo de reconstituciéon del apoptosoma in vitro fue realizado
utilizando diferentes concentraciones de Cit c en presencia de minociclina (50 pM). La
flecha denota la disminucién de la capacidad inhibitoria de minociclina al aumentar la
concentracién de Cit c. Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos.

2.2.3 Validacién de la diana en un modelo celular

Los resultados de los experimentos de RMN y de los ensayos in vitro de
reconstitucién del apoptosoma sugerian que minociclina se une e inhibe a
Apaf-1. El siguiente paso consistié en caracterizar a Apaf-1 como la diana de
minociclina en un modelo celular. Para este propésito, se desarrollé un estudio
complementario en dos lineas celulares: wtMEFS y AkoMEFS. El tratamiento
con etopdsido, un conocido inhibidor de la topoisomerasa Il que evita la
correcta ligacién de las cadenas del ADN [124], induce muerte celular por la
via intrinseca de la apoptosis en estas lineas celulares (Figura 28A). Es decir, se
trata de una muerte dependiente de caspasa-3 en wtMEFS pero independiente
en AkoMEFS puesto que estas células son incapaces de formar el apoptosoma
(Figura 28B). El tratamiento con minociclina indujo inhibicién de la muerte
celular y de la actividad caspasa-3 en las células wtMEFS pero no en AkoMEFS
(Figura 28A y B). Es decir, el efecto protector de minociclina requiere de la

presencia de Apaf-1 en la célula.

71



Resultados

>
w®

« 100+ <

£ 2 26

g 75 g

E o

g 501 4 = 10

E D Jek

W 259 'g

v ©

® | B o [ " b&
Con EEMM ConEEMM <t Con EEMM ConE EM M

wtMEFS AkoMEFS wtMEFS AkoMEFS

Figura 28. Validacion de Apaf-1 como diana de minociclina en wtMEFS y AkoMEFS. (A)
La viabilidad celular fue medida por MTT en células tratadas con etopésido (E, 10 pM)
en presencia o ausencia de minociclina (M, 50 pM). (B) Actividad DEVDasa obtenida en
el ensayo celular de caspasa-3. Los valores representan el promedio * s.d de tres
experimentos (** p < 0.05).

Para confirmar el efecto protector de minociclina sobre la poblacién
celular se analizé los niveles de diversas proteinas de la ruta intrinseca
mediante westernb/ot. La figura 29 muestra que, cuando la via intrinseca de la
apoptosis se activé con etopdsido, se presentd una activacién de las caspasas-3
Y -9 y una disminucién de la proteina antiapoptética Bcl-xL (carril E). El
tratamiento con minociclina logra disminuir los niveles de procesamiento de
las caspasas y restaurar los niveles de Bcl-xL (carril EM), confirmandose el
efecto de recuperacién de minociclina observado por viabilidad y actividad

enzimatica (Figura 29).
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Figura 29. Westernblot de caspasa-9, caspasa-3 y Bcl-xL de lisados totales de wtMEFS
tratadas con etopésido (E, 10 pM) y minociclina (M, 50 pM) por 48 h. La deteccién de
GAPDH se realizé como control de carga.

Por dltimo y para confirmar que el efecto protector de minociclina esta
principalmente dirigido hacia la ruta intrinseca de la apoptosis, se utilizaron
inductores de la via extrinseca como es el factor de necrosis tumoral o (TNFa)
en células wtMEFS y AkoMEFS. Como cabia esperar, TNFa indujo actividad
caspasa-3 en ambas lineas celulares, sin embargo minociclina no fue capaz de

inhibir significativamente esta actividad (Figura 30).
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Figura 30. Evaluacién del efecto de minociclina sobre la activacién de la via extrinseca
de la apoptosis. Células wtMEFS y AkoMEFS fueron tratadas con TNFa (T, 50 ng/ml) y
minociclina (M, 50 pM) por 48 h y posteriormente medida la actividad caspasa-3. Los
valores representan el promedio * s.d de tres experimentos.
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El conjunto de resultados indicé que el efecto antiapoptético de
minociclina estd mediado mayoritariamente por su accién sobre Apaf-1. En
resumen, se propuso que el mecanismo de inhibicién de Apaf-1 por
minociclina se debe a la interferencia en la formacién del apoptosoma
posiblemente mediante la inhibicién de la unién de Cit ca los dominios WD40

de Apaf-1.
Salida de Cit c

Diversos estudios indican que la actividad neuroprotectora de minociclina esta
relacionada con un decrecimiento en la salida de Cit ¢, a pesar de que el
mecanismo por el cual lo hace permanece sin esclarecer [113, 125]. Se analizé
si esta accién ejercida por minociclina era dependiente de la presencia de
Apaf-1. Utilizando las células wtMEFS y AkoMEFS se observé que con el
tratamiento con etopésido ambas lineas presentan salida de Cit ¢ que se
evidencia por la apariciéon de un patrén de tincién difuso con pérdida de la
integridad celular general (Figura 31, flechas blancas). Mientras que las células
wtMEFS tratadas con minociclina presentaron disminucién de salida de Cit ¢
con disminucién del patrén difuso de tincién, tal como se evidencia en las
imagenes de microscopia de fluorescencia (Figura 31A, panel EM), el
tratamiento de las células AkoMEFS con minociclina no recuperé el patrén
mitocondrial de la tincién de Cit ¢ (Figura 31B, panel EM). El contaje del
porcentaje de Cit ccitosélico en ambas lineas celulares (Figura 31A y B) indicé
que la capacidad de minociclina para disminuir la salida de Cit ¢ es

dependiente de la presencia de Apaf-1.
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Figura 31. Influencia de minociclina en la salida de Cit cen wtMEFS (A) y AkoMEFS (B).
Inmunofluorescencia para Cit ¢ en condiciones control (Con) o con etopésido (E, 10
pM) en presencia o ausencia de minociclina (M, 50 pM). El porcentaje de células que
muestran tinciéon mitocondrial o citosélica de Cit ¢ fue determinado tras el contaje de
al menos 500 células. Los valores representan el promedio de * s.d. de tres
experimentos (*p < 0.1).

Cabe destacar que la capacidad de minociclina para disminuir la salida
de Cit cse correlaciona con la obtenida para el compuesto SVT016426. Ambos
compuestos son inhibidores de Apaf-1 lo que puede indicar que esta proteina
presenta un papel en la regulacién de la dinamica de salida del Cit c de la

mitocondria.
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Modelo de toxicidad celular

El siguiente objetivo se centré6 en tratar de correlacionar la capacidad
antiapoptética de minociclinay SVT016426 en un modelo de toxicidad celular
de la HD. Para ello, se utilizaron células derivadas de un ratén knock-in que
expresan la construccién completa de Htt humana con 7 (STHdhQ"”) o 111
(STHthm/m) repeticiones de glutamina. En condiciones normales, ambas
lineas celulares no presentan muerte asociada a la extensién de la cadena de
glutaminas. No obstante, el tratamiento con algin inductor de estrés celular
como doxorubicina genera una muerte celular dependiente de poliQ. La figura
32A muestra que el tratamiento con doxorubicina fue incapaz de inducir
actividad caspasa-3 en la linea no patolégica (STHdhQ”),
independientemente del tratamiento con SVT016426 o minociclina. Por el
contrario, el tratamiento con doxorubicina si indujo actividad caspasa-3
dependiente de la cadena de poliQ en la linea STHdhQ""""" y ambos
tratamientos, minociclina y SVT016426, disminuyeron la actividad caspasa
(Figura 32A). Para estudiar si este efecto de inhibicién de apoptosis inducida
por poliQ tenia connotaciones en la viabilidad celular, se realiz6 en paralelo un
ensayo de viabilidad mediante MTT. Las células no tratadas con doxorubicina
no presentaron cambios importantes en la viabilidad celular, a pesar de que se
observé una disminucién leve, pero no significativa, de la supervivencia celular
en la linea patolégica (Figura 32B). De manera similar al ensayo anterior, la
induccién de muerte celular con doxorubicina es dependiente de la cadena de
poliQ (Figura 32B). El tratamiento con minociclina y SVT016426 mostré un
aumento moderado de la supervivencia celular en la linea STHthm”“,
correlacionandose con la inhibicién observada de actividad caspasa-3 (Figura

32B). Los resultados obtenidos muestran que minociclina y SVT016426 son

capaces de disminuir la toxicidad asociada a poliQ.
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Figura 32. Estudio del efecto de SVT016426 y minociclina en un modelo de toxicicidad
dependiente de poliQ. Células STHdhQ"” y STHAhQ""""""" fueron tratadas o no (NT)
con doxorubicina (Doxo, 7.5 pM) en presencia de minociclina (M, 10 pM) o SVT016426
(SVT, 10 pM). Tras 30 h de tratamiento la induccién de la actividad caspasa (A) fue
seguida por el corte del sustrato fluorogénico de caspasa-3. (B) La supervivencia
celular se analizé por MTT y se representé el porcentaje de supervivencia celular
referido al control (NT). Con se refiere al porcentaje respectivo de la muestra sin tratar.
Los datos representan el promedio * s.d de tres experimentos.

2.3 Papel de ambos inhibidores de Apaf-1 en el modelo de la HD

Una vez caracterizadas las moléculas SVT016426 y minociclina como
inhibidores de Apaf-1 se decidié evaluar su efecto sobre la formacién de

agregados.

2.3.1 Minociclina

Utilizando el modelo de agregacién en células Hela transfectadas con
EGFP-HDQ74 se observé que el tratamiento con minociclina disminuyé
aproximadamente en un 50% el nimero de agregados de mtHtt dependientes
de poliQ (Figura 33A). Al mismo tiempo que se realizé el contaje de agregados,
se cuantific6 el nimero de células que presentan nicleos andémalos,
determinados por la ausencia de una morfologia redondeada, fraccionamiento
nuclear y/o patrén de tincién con DAPI difuso. El objetivo era observar si

existia una correlaciéon entre la presencia de agregados y la de nucleos
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anémalos. Sin embargo, los datos de la figura 33B muestran que no hubo

diferencias significativas.
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Figura 33. Efecto de minociclina en la formacién de agregados. Células Hela
transfectadas con EGFP-HDQ74 y tratadas con minociclina (M; 50 pM) por 72 h. (A) El
porcentaje de células que expresan agregados fue determinado con el contaje de al
menos 200 células. (B) Los nicleos de al menos 200 células fueron clasificados en
normales y amorfos en presencia de minociclina (M; 50 pM). Los valores representan el
promedio *s.d de tres experimentos (** p < 0.05).

Estos resultados sugieren que minociclina es capaz de disminuir la
presencia de agregados en un modelo de formacién de agregados

dependientes de poliQ en células Hela.

Para confirmar que este efecto es mediado por Apaf-1 se llevaron a
cabo experimentos similares en células MEFS. La transfeccion de la
construccién EGFP-HDQ74 genera la aparicion de 40% de agregados que
disminuyen en presencia de minociclina en las wtMEFS. Sin embargo, el
tratamiento con minociclina de células AkoMEFS no alteré el nimero de
agregados observados. Por tanto, la disminucién de agregados ejercida por

minociclina es dependiente de la presencia de Apaf-1 en la célula (Figura 34).
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Figura 34. Efecto de minociclina en ausencia de Apaf-1 en el modelo de agregacién.
Células wtMEFS y AkoMEFS fueron transfectadas con EGFP-HDQ74 y tratadas o no
(NT) con minociclina (M; 50 pM) durante 48 h. El porcentaje de células GFP positivas
que expresan agregados fue determinado con el contaje de 500 células. Los valores
representan el promedio * s.d de tres experimentos (* p<0.1; ** p<0.05).

2.3.25VT016426

Se llevaron a cabo anélisis similares utilizando el inhibidor de Apaf-1
SVT016426. Como se observa en la figura 35A, células Hela transfectadas con
EGFP-HDQ74 y tratadas con SVT016426 presentaron una disminucién de
agregados intracelulares de aproximadamente el 45%. Asi pues, el tratamiento
con el compuesto disminuy6 el porcentaje de células que forman agregados en
un rango similar al obtenido con minociclina. Ademas, cuando se utilizé el
sistema de células wWtMEFS y AkoMEFS se observé que SVT016426 no
manifesté actividad inhibidora en AkoMEFS pero por el contrario, disminuyé la
presencia de agregados en las wtMEFS (Figura 35B). Es decir, se confirmé que
el efecto protector respecto a la disminucién del nimero de agregados
dependientes de poliQ de SVT016426 esta mediado por la presencia de Apaf-
1.
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Figura 35. Efecto de SVT016426 en la formaciéon de agregados. (A) Células Hela
transfectadas con EGFP-HDQ74 por 72h y tratadas con SVT016426 (SVT; 10 pM). (B)
Células wtMEFS y AkoMEFS fueron transfectadas con EGFP-HDQ74 y tratadas o no
(NT) con SVT016426 (SVT; 10 pM). El porcentaje de células GFP que expresan
agregados fue determinado con el contaje de 500 células. Los valores representan el
promedio *s.d de tres experimentos (** p < 0.05).

3. Mecanismo funcional de Apaf-1 en la HD

Una de las caracteristicas mas estudiadas en la HD es la muerte
neuronal selectiva de células de la corteza estriada y del cortex en las que se ha
observado una masiva activacién del apoptosoma [126]. Los resultados hasta
ahora expuestos en el presente trabajo ponen de manifiesto que Apaf-1 puede
tener cierta implicacién en la fisiopatologia de la HD promoviendo la
formacién de los agregados moleculares y, que la inhibicién de Apaf-1 con
inhibidores quimicos como minociclina y SVT016426, disminuye la formacidn
de agregados y la toxicidad inducida por poliQ en los modelos celulares
utilizados. El siguiente objetivo fue tratar de elucidar el mecanismo molecular
por el cual Apaf-1 participa en la formacién de agregados proteicos

dependientes de poliQ.
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3.1 Descripcién de la interaccién entre Apaf-1y Huntingtina

Una de las primeras hipétesis que se analizé fue una posible
interaccién entre Apaf-1 y Htt. Para ello, cuatro estrategias fueron utilizadas:
1) estudio de la interaccién de Apaf-1/Htt por cromatografia de afinidad, 2)
aislamiento y analisis de agregados de la mtHtt provenientes de cultivos
celulares, 3) ensayos de inmunoprecipitaciéon de proteinas y 4) colocalizacién

por inmunofluorescencia.
Ensayo de interaccidn in vitro por cromatografia de afinidad

El rApaf-1 contiene una cola de 6 histidinas en el extremo N-terminal
(ver material y métodos) que permite llevar a cabo ensayos de cromatografia
de afinidad de niquel en la que rApaf-1 se retiene en la columna. A esta
columna con Apaf-1 incorporado se adicioné un extracto de células HEK293
previamente transfectadas con Htt. Si rApaf-1 y Htt interaccionan, Htt
quedara retenida en la columna. En condiciones de elucién de Apaf-1 deberian
de eluir como un complejo. Por tanto, después de la elucién se analizaron las
fracciones por westernblot (Figura 36A). La figura 36B muestra el resultado del
analisis por westernblot de las distintas fracciones eluidas de la columna. Se
observé un aumento de Htt cuando rApaf-1 estuvo presente en la columna.
Como control positivo de interaccion se utilizé pc9, como proteina bien
caracterizada de unién a Apaf-1. Sin embargo, y a modo de control negativo,
se observé que la presencia del factor de tanscripcién Foxo (Forkhead box) en

el eluido es independiente de la presencia de Apaf-1.
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Figura 36. Ensayo /n vitro de interaccién entre Apaf-1y Htt. (A) Esquema del ensayo de
interaccién por columna de afinidad de niquel: células HEK293 fueron transfectadas
con la proteina Htt completa por 48h. El extracto fue adicionado a la columna
previamente incubada con rApaf-1 y la fraccién retenida se eluyé en presencia de
imidazol. (B) Anélisis por westernblot de la fraccion eluida. La membrana fue revelada
para las siguientes proteinas: Htt (350 KDa), Apaf-1 (140 KDa), Foxo (80 KDa) y pc9 (47
KDa).

Cabe destacar que estos experimentos se realizaron utilizando
extractos celulares en los que se habia sobreexpresado Htt. Se creyé oportuno
llevar a cabo otros experimentos para tratar de determinar la interaccién entre

las proteinas en condiciones mas fisiol6gicas.
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Aislamiento de agregados dependientes de poliQ

Se ha descrito que los agregados de Htt caracteristicos de la HD
muestran altos niveles de ubiquitina, proteinas reguladoras del ciclo celular
como p53, Hsp70 o proteinas citoesqueléticas como la actina [127, 128]. Hasta
el momento no se ha descrito la presencia de Apaf-1 en los agregados que se
han analizado. Se decidié llevar a cabo un estudio similar al propuesto por
Hazeki y Kanazawa [129] en la que se purifican agregados proteicos a partir de
células Hela transfectadas con la construccién génica EGFP-HDQ74 vy
proceder mediante el analisis por westernb/ot a determinar la presencia o no
de Apaf-1 en dichos agregados (Figura 37A). Ademas, la presencia de GFP en
la construccién permitié un analisis por citometria de flujo para asegurar la
pureza de la fraccién soluble (S) y la agregada (Ag). La figura 37B muestra que
la fracciéon soluble no presenté fluorescencia mientras que si se detecté
fluorescencia en la fraccién agregada. A continuacién se llevé a cabo el analisis
de las fracciones soluble y agregada por westernb/ot. La presencia de GFP en la
fraccién Ag corroboré el correcto aislamiento de los agregados, sin embargo el
anticuerpo para Htt no detect6 a esta proteina en la fraccién Ag posiblemente
debido a que la presencia de GFP esté enmascarando el epitopo. En cualquier
caso, se demostr6 que pc9 y tubulina (utilizada como control) no se
encontraban presentes en los agregados dependientes de poliQ. La proteina

enddgena, presente en la fase S, si fue reconocida (Figura 37C).
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Figura 37. Andlisis de los agregados dependientes de poliQ. (A) Esquema resumen de
la metodologia utilizada para el aislamiento de los agregados de poliQ. (B). Analisis de
las fracciones soluble (S) y agregada (Ag) por citometria de flujo. (C) Analisis por
westernblot de las dos fracciones, S y Ag, resultantes del aislamiento de agregados de
poliQ.

No se detecté la presencia de Apaf-1 en los agregados. Este resultado
contrasta con el obtenido por Sang et a/, que si observaron la presencia del
homdlogo de Apaf-1 (DARK) en agregados de Htt que contienen poliQ en el
modelo de Drosophila utilizado en sus estudios [60]. La no deteccién de Apaf-1
podria deberse a distintas razones, entre ellas se podria argumentar una
alteracién del epitopo al tratar la muestra con acido férmico durante el
protocolo de separacién. Mas aun, podria darse la circunstancia que en este
tipo de experimentos alguno de los procedimientos de purificacién de los

agregados indujera una disociacién del hipotético complejo.
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Inmunoprecipitacién de Apaf-1y Huntingtina

A continuacién se llevaron a cabo experimentos de
inmunoprecipitacién (IP). Para ello, extractos de células STHdh Q"7 0 STHdh
Q"™ se incubaron con el anticuerpo correspondiente a la proteina de
interés acoplado a un sistema de agarosa conjugadas a proteina G (beads). El
sistema permite separar complejos proteicos arrastrados por el anticuerpo de
la proteina de interés y analizarlos por westernblot (Figura 38). La figura 38
muestra el resultado de las inmunoprecipitaciones realizadas. Primeramente y
con el objetivo de asegurarse que no existe interaccion inespecifica entre las
proteinas de interés y las beads de agarosa se procedié a realizar el protocolo
sin afiadir anticuerpo contra Apaf-1 o Htt (No Ab). El panel derecho de las
figuras 38A y 38B muestra que en ausencia de anticuerpo, Apaf-1 y Htt se
localizaron en la fraccién del sobrenadante (S). Este resultado, aunado a la
presencia de tubulina, el control de carga, en la fraccién S descarta la
existencia de interacciones inespecificas en este ensayo. El siguiente paso
consistié en determinar si los anticuerpos utilizados lograban inmunoprecipitar
del extracto celular a la proteina de interés. La figura 38A muestra que el
anticuerpo para Apaf-1 de BD no es capaz de inmunoprecipitar Apaf-1 pero si
el de Cell Signaling (CS) (Figura 38A, carril IP). Cuando se analizé el
inmunoprecipitado se observé la presencia de Htt sugiriendo interaccién con
Apaf-1 en ambas lineas celulares. Con el objeto de corroborar estos resultados,
se realizé la inmunoprecipitacién inversa (Figura 38B). El resultado mostré que
Htt se localiza en el carril de IP lo que significa que el anticuerpo de Htt
utilizado es capaz de inmunoprecipitar a la proteina. Se observé que Apaf-1
estad presente en la fraccién inmunoprecipitada. Ademas se realizé un ensayo
en paralelo, en el cual el peréxido de tert-butilo (DTBP), un entrecruzador
quimico de proteinas, fue utilizado con el fin de analizar si se observaba una
mejor inmunoprecipitacién del complejo. Sin embargo, el resultado no mostré

mejoria respecto a los obtenidos en ausencia de entrecruzamiento. Los
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resultados obtenidos muestran que Apaf-1 y Htt interaccionan en un extracto

de células neuronales.

No Ab
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Figura 38. Inmunoprecipitacién de Apaf-1 y Htt. Las beads fueron incubadas con
anticuerpos para Apaf-1 de dos casas comerciales diferentes BD (BD) o Cel/ Signaling
(CS) (A) o para Htt (B) durante 2 h a 4°C. Posteriormente un extracto de células STHdh
Q""" o STHdh Q""" fue afiadido e incubado durante 12 h a la misma temperatura.
Tras la separacién mediante centrifugacién las fracciones sobrenadante (S) o
inmunoprecipitado (IP) fueron analizadas por westernblot. DTPB denota la utilizacién
de peréxido de tert-butilo como entrecruzador. No Ab significa la realizacién del
protocolo sin anticuerpo. INPUT significa la carga de un extracto total de cada linea
celular. La deteccién de tubulina se realizé como control de carga.

Colocalizacién por inmunofluorescencia de Apaf-1y Huntingtina

En 2005 Sang et a/, demostraron que la proteina Apaf-1 esta presente en los
agregados de Htt, sin embargo su estudio no profundizé en la posible
interaccién de ambas proteinas. Por lo que basados en los resultados
anteriores, se planteé el objetivo de determinar si ambas proteinas endégenas
colocalizaban en un modelo celular de la enfermedad. Se utilizaron las lineas
celulares STHdh Q"7 y STHdh Q""" y se procedié a realizar estudios de
inmunocolocalizacién de las proteinas Apaf-1 y Htt endégenas. Para ello las
células se incubaron con anticuerpos que reconocen a dichas proteinas y se
analizaron por microscopia confocal. El anélisis cualitativo de al menos 10

86



Resultados

imagenes obtenidas mediante microscopia confocal mostré que Apaf-1y Htt
colocalizan mayoritariamente en las células STHthm/111 que en las

STHdhQ"”’ (Figura 39A y B, flechas blancas).

A B
STHth7/7 STHth111l111

Apaf-1 Apaf-1

Htt

Htt

Merge

Figura 39. Inmunofluorescencia de Apaf-1 y Htt endégenas en las células STHdh.
Células STHdh Q"7 (A) o STHdh Q"M (B) fueron marcadas con el anticuerpo para
Apaf-1 (sefial roja) y Htt (sefial verde). El grafico de la derecha de cada uno de los
paneles representa la distribucién de la fluorescencia de Apaf-1 y Htt junto al
promedio del coeficiente de Person’s calculado sobre 10 imagenes. Las flechas blancas
denotan sitios de colocalizacién de las proteinas.

A continuacién se pusieron a punto métodos cuantitativos para el
analisis de la colocalizacién de las proteinas. Inicialmente, se calculé el
porcentaje de colocalizacién de ambas proteinas mediante el programa
Metamorph 7.0 (Molecular Devices®), el cual mostré que Apaf-1 y Htt
colocalizan en aproximadamente un 20% y 35% en las lineas STHdhQ"” y
STHthm””, respectivamente (Tabla 7). El analisis de las imagenes con el
programa Image J 1.46i (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA)
permite el acceso a dos coeficientes de colocalizacién ampliamente utilizados
[130]. El coeficiente de Pearson’s correlaciona una imagen con otra por medio

del solapamiento entre dos patrones generalmente rojo y verde. El rango de
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colocalizacién es desde -1 a 1, siendo -1 una correlacién negativa y 1 positiva.
Segun se observa en la tabla 3.1 la linea STHdhQ"""""" presenté un mayor
coeficiente de colocalizacién que las células STHthm. Por dltimo, el
coeficiente de Mander’s se caracteriza por evitar tomar en cuenta la diferencia
en las intensidades de las sefiales presentes en la toma de imagenes [130].
Similar a los resultados obtenidos con los otros coeficientes de colocalizacién,
las células STHdhQ"”” mostraron menor colocalizacién de Apaf-1y Htt que las

células STHdhQ"""".

Tabla 7. Datos cuantitativos de la colocalizaciéon de Apaf-1 y Htt. Los porcentajes de
colocalizacién se obtuvieron con el programa Metamorph 7.0 y los coeficientes de
Pearson’s y Mander’s con Imagel 1.46i. Los datos representan el promedio * s.d del
anélisis de 10 imagenes.

Coeficiente de Manders
Coeficiente Pearson
Linea celular| % co-localizacién M, M,
STHdhQ"” 19.7 +2.74 0.36+0.03 0.46+0.05 0.34+0.04
STHdhQ'"""" 35.7+ 3.70 0.48+0.11 0.51+0.18| 0.59+0.08

Los resultados obtenidos con estos métodos sugirieron Apaf-1 y mtHtt
endégenas no solamente interaccionan sino que colocalizan en un modelo

celular de la HD.

3.2 Hipétesis exploradas para explicar el papel de Apaf-1

3.2.1 Apaf-1y formacién de novo de agregados

Con el fin de profundizar en el mecanismo de accién y teniendo en
cuenta que los resultados expuestos pusieron en evidencia la participacién de
Apaf-1 en el proceso de formacién de los agregados proteicos de mtHtt, se
planteé la hipétesis de que Apaf-1participara directamente en el proceso de

formacién de estas estructuras macroscépicas.
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Actualmente, no se conoce mucho sobre el mecanismo de agregacién.
Las chaperonas moleculares parecen estar implicadas activamente en el
plegamiento de la proteina mutante. De hecho, diversos estudios apuntan que
las chaperonas son una diana importante para prevenir la agregacién de la
proteina mtHtt a través de su capacidad antiagregante. El laboratorio de
Guzhova ha demostrado la capacidad de Hsp70 para disminuir la agregacién al
secuestrar proteinas con predisposicién a agregar como GAPDH y la propia
proteina mtHtt. Ademas, se ha correlacionado esta actividad con una
disminucién de la muerte celular en modelos in vivo en Drosophila
melanogaster [61, 62]. No obstante, en otros estudios se defiende que la
capacidad de las chaperonas, en particular Hsp70, de inhibir la muerte
neuronal en los modelos de la HD es atribuida a su capacidad para interferir
con el proceso apoptético. Este proceso se atribuye a la interaccién entre
Apaf-1 con Hsp70 con la consecuente inhibicién del reclutamiento de las

caspasas dentro del apoptosoma [30].

Basados en estas evidencias cientificas, se planteé la posibilidad de
que el efecto observado con Apaf-1 en la formacion de agregados moleculares
pudiera estar mediado por su efecto sobre Hsp70. Es decir, Hsp70 seria
responsable tanto de la inhibicién de Apaf-1 como de intentar plegar
correctamente a mtHtt. La ausencia de Apaf-1 permitiria desplazar a Hsp70
hacia su funcién de chaperona sobre mtHtt, lo cual previene la formacién de
agregados tal y como esta descrito. Una primera aproximacién consistié en
analizar los niveles de Hsp70 mediante westernblot en diferentes lineas
celulares. La figura 40A muestra que los niveles de Hsp70 no se modificaron
ante la transfeccién con el plasmido EGFP-HDQ74 ni con el silenciamiento
génico de Apaf-1. Sin embargo, una leve disminucién no significativa se
obtuvo ante la cotransfeccién de la construccién mas el silenciador. Por otro
lado, el analisis de los niveles de Hsp70 de extractos celulares en las lineas

wtMEFS y AkoMEFS mostré un cambio moderado, dependiente de la presencia
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de Apaf-1, en los niveles de la proteina, mientras que en las células neuronales
STHdh con 7 o 111 repeticiones de glutamina no se observaron cambios en los

niveles de expresién de Hsp70 (Figura 40B).

A pesar de que los niveles elevados de Hsp70 en las células deficientes
en Apaf-1 pudieran estar contribuyendo al fenotipo no parece explicar el
mecanismo de inhibicién de la agregacién puesto que no se observaron

cambios significativos en el resto de modelos.
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Figura 40. Papel de Apaf-1 en los niveles de expresién de Hsp70. (A) Células Hela
fueron transfectadas con EGFP-HDQ74 tras 24 h de silenciamiento de Apaf-1(Asi) y
analizadas tras 72h de silenciamiento. (B) Extractos celulares totales de células
wtMEFS, AkoMEFS, STHdh Q"7 o STHdhQ""""". Los niveles de Hsp70 fueron
analizados mediante westernblot. El revelado de tubulina se utiliz6 como control de

carga.

90



Resultados

3.2.2 Apaf-1y rutas de limpieza celular

Se ha propuesto a las rutas de limpieza celular como potenciales
dianas terapéuticas para la disminucién de los agregados dependientes de
poliQ [94, 95, 99]. Se planteé la hipétesis de que Apaf-1 pudiera participar a
este nivel. En este sentido se analizaron las rutas de limpieza de la autofagia y

la ruta de estrés de reticulo endoplasmico (RE).

Diversos estudios han descrito que la formacién de agregados
dependientes de poliQ conlleva la activacién de la ruta de la autofagia [99,
131]. No obstante, la propuesta conllevaria una pérdida de eficacia del
proceso con el avance de la enfermedad que facilitaria la aparicién de
agregados. Es por esta razén, que gran parte de los esfuerzos actuales se
centran en buscar activadores de la autofagia con el fin de aumentar la
limpieza de los agregados y retrasar la activacién de la apoptosis. En este
contexto se evalué si la modulacién quimica de Apaf-1, podria implicar una
cierta activacién de la ruta de la autofagia que podria influir en la formacién
de agregados dependientes de poliQ. El ensayo consistié en evaluar los niveles
de activaciéon de la autofagia a través de la deteccién de las proteinas LC3 | y
LC3 Il. Cuando se activa autofagia la proteina LC3 | es procesada y reclutada en
los autofagosomas donde LC3 Il es generada por un corte proteolitico y la
lipidacién del extremo C-terminal. La figura 41 muestra el resultado del
analisis de extractos en células Hela y STHdh, ademas de la cuantificacién del
westernblot atendiendo a la relacién entre la forma activa (LC3 Il) y la no activa
(LC3 1) en las células control. Los resultados sugirieron que la construccién
EGFP-HDQ74 aumenta la activacion de la ruta de la autofagia en todas las
lineas (carril Q74). El tratamiento con minociclina en las células Hela parecié
aumentar los niveles de autofagia, lo que podria explicar el fenotipo
observado en el modelo de agregacién, no obstante esta activacién es

moderada. Por el contrario, SVT016426 muestra una disminuciéon leve de la
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autofagia en todas las lineas celulares que parece ser poco significativa. Estos

resultados no muestran una clara accién de Apaf-1 sobre esta ruta.
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Figura 41. Modulacién de la ruta de autofagia a través de Apaf-1. Células Hela (A) o
STHdhQ"” y STHAhQ"""""" (B) transfectadas con EGFP-HDQ74 durante 24 h fueron
tratadas con SVT016426 (SVT, 10 pM) o minociclina (M, 50 pM). A las 48 h los niveles
de la proteina LC3 | y Il fueron determinados mediante westernblot. El revelado de
tubulina se utilizé6 como control de carga. Se muestra la cuantificacién de las bandas
mediante el programa Image J 1.46i como una razén de la forma activa (LC3 Il) entre la
forma no activa del control (actividad basal de autofagia).

Por otro lado, estudios realizados en modelos celulares de
enfermedades dependientes de poliQ han demostrado que la via de estrés del
RE se encuentra activada. En condiciones no patolégicas aquellas proteinas
sintetizadas que deban dirigirse al RE son diana de diversas modificaciones con
el fin de ser plegadas correctamente. Se ha propuesto que mtHtt, debido a la
presencia de un exceso de repeticiones de glutamina, bloquea la funcién
fisiolégica de la ruta afectando al plegamiento de otras proteinas, y por ende
su agregacion [71]. Por tanto, se evallo la posible participacién de Apaf-1 en

el proceso. La proteina Grp78 participa en el plegamiento de proteinas en el
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RE. Se ha descrito que cuando RE es sometido a distintas formas de estrés,
como por ejemplo la acumulacién de proteinas mal plegadas, se induce una
sobreexpresién de Grp78. El andlisis por westernblot mostré que el plasmido
EGFP-HDQ74 no activa a esta ruta (Figura 42). El tratamiento con el
compuesto SVT016426 no ejercié ningliin cambio en los niveles de activacién
de la proteina Grp78 y no se observé diferencias entre la linea silvestre
(STHdhQ™") o mutante (STHdhQ"'""""). La cuantificacién de las bandas
obtenidas con el programa Image J 1.46i corrobora lo observado

cualitativamente (Figura 42).
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Figura 42. Papel de Apaf-1 en la ruta de estrés de reticulo. Células Hela (A) y
STHdhQ"” o STHdhQ'""""" (B) transfectadas con EGFP-HDQ74 durante 24 h fueron
tratadas con SVT016426 (SVT, 10 pM) o minociclina (M, 10 pM). A las 48 h los niveles
de la proteina Grp78 fueron determinados por westernblot. El revelado de tubulina se
utilizé como control de carga. Se muestra la cuantificacién de las bandas mediante el
programa Image J 1.46i normalizando los datos con el control de carga.

En conjunto, las rutas exploradas no parecen explicar el papel de Apaf-
1 en la contribucién al fenotipo de agregaciéon de la HD, con lo cual otras
aproximaciones estan bajo estudio para intentar elucidar su aporte en este
proceso.
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El presente trabajo ha demostrado que Apaf-1 esta implicado en el
proceso de agregacién de mtHtt dependiente de poliQ caracteristico en la
HD. A pesar de la controversia existente sobre si la presencia de los agregados
es un mecanismo de proteccién o dafio neuronal [132, 133], una gran parte de
estudios concuerdan en que la excesiva agregaciéon de la mtHtt conlleva un
fallo general de los mecanismos de supervivencia celular y en consecuencia, a
la activacién de la apoptosis [63, 84]. El fenémeno de agregacién sélo se ha
conseguido reproducir en alguno de los modelos animales utilizados para la
enfermedad pues esta ligado al factor tiempo. Desafortunadamente, para el
estudio de las bases moleculares del mismo no existen modelos celulares
derivados de los modelos in vivo que logren reproducir el fenotipo,
dificultdndose asi su analisis. No obstante, mediante la transfeccién de la
construccién génica EGFP-HDQ74 constituida por el ex6n 1 de la proteina Htt
con Q74 glutaminas fusionada a la proteina GFP en diferentes modelos
celulares, se puede reproducir la formacién de agregados proteicos visibles
por microscopia de fluorescencia. Con el uso de este modelo se observé una
disminucién importante en la aparicién de agregados en ausencia de Apaf-1,
ya sea mediante el silenciamiento génico de la proteina o en las AkoMEFS. Es
decir, una disminucién en los niveles celulares de Apaf-1 dificulta la
agregacion del fragmento N-terminal de la mtHtt. En contra, se observé que el
silenciamiento génico de pc9 mediante siRNA o la inhibicién quimica general
de las caspasas con z-VAD no genera cambios considerables en el porcentaje

de células que forman agregados.

Los resultados obtenidos apuntan a una nueva funcién no apoptética
de la proteina Apaf-1 ya que los experimentos con el inhibidor de caspasas y el
silenciamiento de pc9 excluyen que se trate de una funcién relacionada con la
activacion del apoptosoma y en consecuencia, de determinadas caspasas. No
obstante, diversos estudios han demostrado que Htt posee diversos puntos de

corte para proteasas como calpainas y caspasas [87, 91, 134], cuya actividad es
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responsable de la generacién de fragmentos N-terminal de la proteina que
incluyen la cola poliQ y que desencadenan el proceso de agregacién [86]. En el
modelo utilizado, la construccién génica expresada carece de los sitios de
corte por caspasas, descritos con anterioridad, lo cual explica la falta de
contribucién observada por parte de las caspasas y refuerza el papel no
relacionado con el apoptosoma de la proteina Apaf-1 en el proceso de
agregacion. Estos resultados van en la misma direccién que los obtenidos por
el laboratorio de Jackson con el homélogo de Apaf-1 en un modelo de
Drosophila. Sus estudios demostraron que la mutacién de DARK no solo
suprime la formacidén de los agregados, sino que retrasa el inicio de la
neurodegeneracién inducida por la mtHtt [60]. Esta nueva posible funcién de
la proteina podria explicarse por una participacién directa en los procesos de
agregacion dependientes de poliQ o bien, podria tratarse de un efecto
indirecto por la alteracién de otras proteinas del entorno que sean las

implicadas en el proceso de agregacion.

En el presente trabajo también se ha demostrado que la inhibicién
quimica de Apaf-1 mimetiza el fenotipo observado en los modelos celulares
deficientes de Apaf-1. Asi, el inhibidor de Apaf-1 SVT016426, se une a la
interfase de los dominios CARD y NOD de Apaf-1 obstaculizando el
reclutamiento de pc9 y en consecuencia, inhibiendo la actividad del
apoptosoma y posiblemente otras funciones de Apaf-1. Ademas, en presencia
de SVT016426 disminuye el nimero de agregados en el modelo celular
utilizado y se ha demostrado que este efecto esta mediado por Apaf-1. Por
otro lado, minociclina ha sido identificada como un nuevo inhibidor de Apaf-1
tras evaluar in vitro diversos farmacos causantes de fenotipos similares al
observado en el modelo celular y cuyo mecanismo de accién en HD no esta
elucidado. Los resultados con minociclina en ensayos /n vitro demostraron una
capacidad moderada para inhibir Apaf-1 y estudios por RMN demostraron la

interaccién fisica de la molécula con Apaf-1 a través de los dominios WD40.
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Estos dominios estan involucrados en diferentes procesos celulares donde
principalmente funcionan como plataforma de interaccién entre proteina-
proteina o proteina-DNA [135]. En este sentido, se ha demostrado que
proteinas involucradas en la fisidn mitocondrial interaccionan a través de sus
dominios WD40 [136]. Los resultados sugieren que minociclina compite por el
sitio de unién de Cit ¢ a los dominios WD40 de Apaf-1. Minociclina es una
molécula multifacética, que cruza la barrera hematoencefalica y que presenta
actividad antiapoptdtica en modelos /n vivo de diversas enfermedades
neurodegenerativas [111, 137, 138]. Hasta el momento, su actividad
antiapoptoética era atribuida a su capacidad de requlaciéon de proteinas de la
familia Bcl-2 [125, 139] y a su retraso de la salida de Cit c[111, 114], ademas
de presentar efectos diversos en otras rutas de sefializacién de supervivencia
[138, 140]. En el presente trabajo se ha demostrado que minociclina recupera
los niveles de Bcl-xL y disminuye el procesamiento de pc9 y procaspasa-3.
Ademas, el efecto descrito para minociclina sobre la salida de Cit ¢ es
dependiente de la presencia de Apaf-1 y se ha observado también en el
tratamiento con SVT016426, lo cual apunta a un papel de Apaf-1 en la
regulacién de la dinamica mitocondrial tal y como se describe en el trabajo de
Orzaez et al, donde una pequefia proporcion del total de Apaf-1 ha sido
hallado anclado en la membrana mitocondrial (Orzaez et al, Submitted). Por
Gltimo, se ha puesto de manifiesto la capacidad de minociclina para inhibir la
agregaciéon dependiente de poliQ en el modelo de HD a través de Apaf-1. Los
resultados obtenidos presentan a minociclina como una molécula atractiva
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas a pesar de su

elevada promiscuidad y de algunos estudios contradictorios.

A modo de conclusién, en este trabajo se han caracterizado dos
inhibidores de Apaf-1 con mecanismos diferentes pero que presentan el mismo
fenotipo antiapoptético pues dificultan, el correcto ensamblaje del

apoptosoma. Sin embargo, ambos logran disminuir la presencia de los
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agregados dependientes de poliQ y su toxicidad, sugiriendo una participacién
de Apaf-1 compleja. Por un lado, podria darse que la unién de los compuestos
indujera la degradacién de la proteina. El resultado final seria una disminucién
de los niveles de Apaf-1 y una menor agregacién, tal y como ocurre en la
inhibicién genética. No obstante, el tratamiento con los compuestos en
diversas lineas celulares no mostré una disminucién de los niveles de Apaf-1.
Por otro lado, puede ser que simplemente interfieran en la unién de Apaf-1
con otras proteinas o que causen algin cambio conformacional en el
plegamiento de la proteina, con la consecuente modificacién de la interaccién

de otro complejos proteicos implicados en agregacién.

Con el objetivo de proveer una visién mecanicista que explicara el
papel de Apaf-1 en la disminucién de agregados, se investigé una posible
interaccién entre Apaf-1y Htt. Se ha demostrado que Apaf-1y Htt endégenas
coinmunoprecipitan, pero no se observaron diferencias entre la longitud de la
cadena de poliQ y el nivel de interacciéon. Ademas, estudios previos realizados
en el laboratorio de Jackson demostraron la presencia de DARK en los
agregados dependientes de poliQ en un modelo de Drosophila melanogaster
[60]. Sin embargo, en el andlisis de los agregados de mtHtt dependiente de
poliQ aislados en el laboratorio no se pudo demostrar la presencia de Apaf-1
en la fraccién de agregados. Se ha pensado que pueden concurrir distintos
factores que ocluyen el posible reconocimiento por parte del anticuerpo
antiApaf-1, del correspondiente antigeno, cuando Apaf-1 forma parte de los
agregados. Van Uem et a/ demostraron que la utilizacién de acido férmico
(utilizado en la disgregacién de los agregados) afectaba el reconocimiento del
epitopo de la proteina 5-B6 por la proteélisis del lugar de reconocimiento por
el anticuerpo [141]. Sun Anyang et a/ también demostraron que la seleccién
del acido a utilizar es fundamental puesto que la diferencia entre ellos afecta
de manera distinta a una misma proteina [142]. En cualquier caso, la

interaccién entre Apaf-1 y Htt fue corroborada mediante ensayos de
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colocalizacién por inmunofluorescencia. Los datos muestran que Apaf-1
colocaliza con Htt en mayor proporcién en las células que expresan 111 que en
las que expresan 7 repeticiones de glutamina. Las diferencias observadas entre
la IP y la colocalizacién por inmunofluorescencia podrian explicarse por una
localizacion de las proteinas diferencial, de manera que la
inmunofluorescencia fuera mas resolutiva que la IP al tener a las proteinas en

un contexto mas fisiol6gico y en sus localizaciones naturales.

La interaccién preferencial de Apaf-1 por la mtHtt en un modelo in
vivo donde el factor tiempo/envejecimiento estd incluido podria con
probabilidad aportar pistas sobre el papel de Apaf-1 en agregacién.
Desafortunadamente hasta donde se ha llegado en este estudio de Tesis
Doctoral no se puede afirmar con seguridad si esta interaccién guarda

relevancia con el fenotipo observado.
Posibles vias de intervencién de Apaf-1 en la fisiopatologia de la HD

La familia de las chaperonas provee a la células de proteccién natural
contra la agregacién o el mal plegamiento de proteinas [143, 144]. En
particular, diversos estudios proponen a Hsp70 como una de las chaperonas
fundamentales en la disminuciéon de agregados dependiente de poliQ y la
neurodegeneracién que esto conlleva [62, 145, 146]. Warrick et a/
demostraron, utilizando un modelo de Drosophila melanogaster, que la
sobreexpresién de Hsp70 disminuia drasticamente la neurodegeneracién in
vivo [61]. Interesantemente, otros estudios atribuyen wuna accién
antiapoptética a Hsp70 a través de la interaccion con el dominio CARD de
Apaf-1y la consecuente inhibicién de la formacién del apoptosoma [30, 31].
Estas evidencias han llevado a pensar que Apaf-1 puede estar involucrado en el
proceso de agregacién dependiente de poliQ a través de la interaccién con
Hsp70. La ausencia de Apaf-1 o su inhibicién quimica podria favorecer la

cantidad de Hsp70 disponible para ejercer su accién chaperona sobre la
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proteina mtHtt retrasando de esta manera la generacién de los agregados. El
aumento en los niveles basales de Hsp70 observado en las células AkoMEFS
podria estar contribuyendo al fenotipo de disminucién de agregados, sin
embargo no brinda una explicacién certera puesto que en los otros modelos

celulares no existen cambios significativos en sus niveles.

La eliminacién de agregados mediante la activacién de rutas de
limpieza como la autofagia ha sido de estudio en modelos celulares de la HD.
Por tanto, se planteé la hipétesis de que la inhibicion quimica de Apaf-1
pudiese modificar la activacion de la ruta de autofagia. Para el estudio de esta
hipétesis se utilizé el modelo celular de agregacién, el cual mostré que la
formacién de los agregados con EGFP-HDQ74 induce la activacién de la
autofagia. El tratamiento con minociclina en las células Hela también induce
la activacion de autofagia lo que facilita la eliminacién de agregados y podria
explicar el fenotipo descrito. En la literatura se encuentran algunas referencias
sobre el papel dual de minociclina en autofagia. Es decir, actuaria activando la
autofagia como mecanismo neuroprotector ante la presencia de agregados, y
también como mecanismo de muerte asociado a tumores en células gliales
[147, 148]. Se necesitarian mas experimentos para analizar si este efecto de
minociclina esta mediado por Apaf-1 o responde a otra accién promiscua de la
molécula. Sin embargo, el tratamiento con SVT016426 no reprodujo estos
resultados. Por lo tanto, los resultados mostrados no permiten demostrar si hay
una intervencién de Apaf-1 en el mecanismo de limpieza de agregados por

autofagia y posteriores estudios deben llevarse a cabo.

El papel de las proteinas de la familia Bcl-2 y su relacién como
reguladores de la ruta de la apoptosis se encuentra bien descrita [149]. Sin
embargo, diversos estudios apuntan a que miembros de la familia de las Bcl-2
se encuentran en la membrana del reticulo endoplasmico (ER) participando en
la respuesta al estrés celular al activar proteinas de respuesta del estrés

reticular [150]. A pesar de los esfuerzos de proteinas con propiedades
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chaperona como Grp78 del ER en evitar la agregacién de la proteina mtHtt, los
estudios concuerdan en que la HD se caracteriza por la activacion del estrés
reticular. El estrés generado por la presencia de agregados activa a miembros
proapoptéticos de la familia de las Bcl-2 como Bax y Bak [151, 152] que activan
la via intrinseca de la apoptosis. La hipétesis manejada en el laboratorio
consistia en determinar si la inhibicién de Apaf-1 modifica los niveles de estrés
del ER utilizando como marcador de estrés reticular los niveles de Grp78. Esta
proteina ha sido relacionada con efectos protectores contra la apoptosis y
muerte celular [153] por medio de la inhibicién de la agregacién de la mtHtty
la activacion de caspasa-12. Los resultados muestran que en ninguna de las
lineas existe alteracion de los niveles de Grp78 con lo cual Apaf-1 parece no
estar directamente implicada en esta ruta. Actualmente, el laboratorio
continta explorando y profundizando en diferentes rutas de sefializacién que

podrian explicar el papel de Apaf-1 en la agregacion dependiente de poliQ.

El presente trabajo ha descrito a minociclina y SVT016426 como
nuevos inhibidores de Apaf-1 y por ende inhibidores de la apoptosis. Apaf-1
tiene un papel bien caracterizado en apoptosis, y en este trabajo se demostré
que puede estar implicado en el proceso de agregacién dependiente de poliQ
caracteristica de la HD, lo cual podria significar el descubrimiento de una
nueva funcién no apoptética de Apaf-1. Minociclina y SVT016426 se unen a
Apaf-1 en sitios diferentes, no obstante las dos moléculas son capaces de
disminuir la formacién de agregados dependientes de poliQ en el modelo
celular de agregacién. Los resultados obtenidos en este trabajo aportan
informacién valiosa sobre una nueva diana terapéutica, Apaf-1, para el
tratamiento de la agregaciéon en la HD y sugieren que son necesarios

experimentos futuros para elucidar el mecanismo molecular de accién.
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Conclusiones

Minociclina se ha identificado como un inhibidor de Apaf-1 a través de
la interaccién con los dominios WD40 de Apaf-1, interfiriendo en la

interaccién con Cit c.

La capacidad antiapoptética de minociclina y SVT016426 correlaciona
con un aumento en la supervivencia celular en un modelo de toxicidad

celular de la HD.

Apaf-1 esta implicada en el proceso de agregacién del fragmento N-
terminal de Htt en base a un modelo celular de mamifero de la HD. Se
trata de un papel independiente de la actividad de las caspasas y no

guarda relacion con su funcién apoptética.

La inhibicién quimica de Apaf-1 mediada por minociclina o
SVT016426, disminuye la presencia de agregados dependientes de
poliQ de forma similar a la obtenida en las lineas celulares deficientes
en Apaf-1. Asi pues, constituyen candidatos potenciales para el

tratamiento de la enfermedad de HD.

El mecanismo molecular de modulacién en el proceso de agregacién
mediado por Apaf-1 parece ser independiente de los procesos de
autofagia y estrés de reticulo, sin embargo estudios mas exhaustivos

deben realizarse.

107






MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

1. Lineas celulares de mamiferos y condiciones de cultivo

Células embrionarias humanas de riién (HEK293) y células derivadas
de cancer cérvico-uterino humano (Hela) se compraron a la Coleccién
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DMSZ, Braunschweig,
Germany). Las células STHdh que expresan de manera constitutiva la proteina
Htt completa humana con 7 (SThthm) o111 (STHthm/m) repeticiones de
glutamina fueron un regalo de la Dra. Silvia Ginés Padros del Departamento de
Biologia Celular, Inmunologia y Neurociencia de la Universidad de Barcelona.
Fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFS) inmortalizados con el antigeno
SV40 silvestres (WtMEFS) y knock-out (ko) de Apaf-1 (AkoMEFS) fueron
cedidos por la Dra. Elisa Ferraro del Laboratorio de Neuroembriologia

Molecular, IRCCS en Roma, ltalia.

Todas las lineas, a excepcién de las STHdh, se cultivaron en medio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado con 10% de suero
fetal bovino a 37°C y 5% de CO,. Las células STHdh se cultivaron en medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 1

mM sodio-piruvato y 400 pg/mlL de G418 y se mantuvieron a 33°C en 5% CO,.

2. Plasmidos
Los plasmidos utilizados para el modelo de agregacién, EGFP-HDQ23
y EGFP-HDQ74, fueron obtenidos del Dr. Rubinsztein del Cambridge Institute
for Medical Research, University of Cambridge, Reino Unido. El plasmido
pcDNA-Apaf-1 fue cedido por el Profesor Gabriel Nufiez del Department of

Pathology and Comprehensive Cancer Center, University of Michigan Medical
School, EUA.
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3. Materialesy reactivos

Tabla 8. Lista de materiales y compuestos utilizados a lo largo del proyecto.

Cultivos

Albimina de suero bovino(BSA) Sigma-Aldrich A3059
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) Sigma-Aldrich M5655
DMEM Gibco 41966
G418 Sigma-Aldrich A1720
Lipofectamin:—xTM 2000 Invitrogen 11668-027
L-glutamina Gibco 25030-032
silenciador Apaf-1 (siRNA) Cell Signaling 6229
silenciador control (siRNA) Cell Signaling 6568
Sodio piruvato Sigma 58636
Suero fetal bovino Gibco f 10270
Tampén de fosfato salino (PBS) Sigma-Aldrich D8537
Tripsina-EDTA 0,05% Gibco 25300

Compuestos Generales

Ac-DEVD-afc Anaspec 25273-5
Ac-DEVD-pNA Enzo life science | ALX-260-033-M005
Ac-LEDH-afc Enzo life science | ALX-260-116-M005
Beads-proteina G/Agarosa Millipore 16-201
Citocromo ¢ Sigma-Aldrich C7752

dATP Sigma-Aldrich A9187
Dimetilsulféxido (DMSQ) Sigma-Aldrich D2438
Ditiotreitol (DTT) Sigma D9779
DNAsa ROCHE 13396200
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) Sigma P-7626
Gelatina Sigma-Aldrich G1890
Leupeptina hemisulfato sal Sigma L2884
Lisozima Sigma L2879
Mowiol Merck 475904
Ni-NTA Agarosa Qiagen 30210
Pepstatina Sigma P-5318
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Continuacién Tabla 8. Lista de materiales y compuestos utilizados a lo largo del

Tratamientos

3-metiladenina Sigma-Aldrich M-9281
Lactacistina Calbiochem 426100
Minociclina Sigma-Aldrich M9511
Tunicamicina Sigma-Aldrich 17765
z-VAD-fmk Tocris 2163
Inductores apoptéticos

Doxorubicina Sigma-Aldrich D1515
Etopésido Sigma-Aldrich E1383
TNFa PeprotTech 300-01A
Materiales generales

Amaxa Cell line Nucleofector Kit L LONZA VCA-1005
Amersham Hyperfilm™ ECL GE Healthcare | 28906837
Amicon ultra-4-cutt off 10 000 Mw Millipore UFC-801024
BCA™ Protein Assay Kit PIERCE 23225
Columnas de cromatografia BIORAD 731-1550
Columnas PD-10 GE Healthcare | 17-0851-01
ECL™ western blotting detection reagents GE Healthcare RPN2209
His-Trap GE Healthcare 17-5247-0
Membrana de Nitrocelulosa 0,45 uM BIORAD 162-0094

proyecto.
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4. Anticuerpos

Tabla 9. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados. Se detalla la dilucién a
la que se usa el anticuerpo, el fabricante, la referencia, el peso molecular detectado y
la técnica utilizada.

Primarios

Apaf-1 CS D5C3 1:1000 Rabbit 135 kDa WSB, IP
Apaf-1 BD 611365 1:1000 Mouse 130 kDa IF, IP
Bel-xL (& 2764S 1:1000 Rabbit 30 kDa WB
Caspasa-9 (&) 9508S 1:1000 Mouse 47-37-35kDa| WB
Caspasa-3 (&) 9262S 1:1000 Rabbit 35-19-17 kDa| WB
Citocromo ¢ Cs 4272S 1:1000 Rabbit 14 kDa WB
Citocromo ¢ SC SC13561 1:200 Mouse 14 kDa IF
GAPDH (& 14¢10 1:3000 Rabbit 37 kDa WB
GFP CS 2555S 1:1000 Rabbit 27 kDa WB
Grp78 Abcam ab21685 1:5000 Rabbit 78 kDa WB
Hsp70 (& 4872S 1:1000 Rabbit 70 kDa WB
Huntingtina Millipore MAB2166 1:2000 Rabbit 350kDa |WSB,IF,IP
LC3 (& 2775S 1:1000 Rabbit 16-14 kDa WB
Tubulina CS 18203 1:3000 Mouse 50 kDa WB
Secundarios

o-mouse GE NA934V 1:300 - - WB
o-rabbit GE NA931V 1:3000 - - WB
Secundarios

Fluorescentes

Alexa-Flour®488 Invitrogen A-11008 1:400 Rabbit - IF
Alexa-Flour®555 Invitrogen A-21430 1:400 Rabbit - IF
FITC-AffiniPure Goat Anti-Mouse J 115-095-146 1:200 Mouse - IF

WB: westernblot, IF:inmunofluorescencia, IP: inmunoprecipitacién

CS: Cell Signaling technology, SC: Santa Cruz biotechnology, GE: GE Healthcare UK, JI: Jackson InmunoResearch,
BD:BD Transduction Laboratories TM

MW: Peso molecular a detectar

Ref: referencia
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5. Obtencién de proteinas recombinantes

5.1 Expresién y purificacién de Apaf-1 recombinante

Para la obtencién de Apaf-1 recombinante (rApaf-1), 20 millones de
células SF9 se infectaron con una multiplicidad de infeccién de 3 (MOI=3) a
partir de un stock de baculovirus, que contiene la secuencia codificante para la
proteina Apaf-1, con una titulacién de 2 * 10° pfu/mL [154]. A las 40 h de
cultivo, las células se centrifugaron y lavaron con tampén fosfato salino (PBS) y
se lisaron en 2.5 volimenes de tampén de lisis (20 mM Hepes-KOH pH 8.0, 10
mM KCI, 1.5 mM MgCl;, 1 mM Na-EDTA, 1 mM EGTA y 1 mM ditiotreitol
(DTT)) suplementado con los siguientes inhibidores de proteasas, pepstatina
(0.7 pg/ml), leupeptina (0.5 pg/ml) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF; 35
pg/ml). Las células se lisaron utilizando un homogeneizador con émbolo tipo B
realizando 20 golpes. El lisado celular se centrifugé a 10000 g durante 1 h a
4°C quedandose la proteina de interés en el sobrenadante. Debido a que la
proteina presenta una cola de histidinas (His) en su extremo N-terminal, queda
retenida en una columna de Ni-NTA (Ni2p-nitriloacetato)-agarosa
previamente lavada con 40 mL de tampén de lavado (20 mM Hepes-KOH pH
7.5, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1.5 mM Na-EDTA, 1 mM EGTA, 1 M NacCl, 25
mM imidazol y 1 mM DTT). Posterior a tres lavados de la columna, la proteina
se eluyé en 800 pl de tampén de elucion (20 mM Hepes-KOH pH 7.5, 10 mM
KCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM Na-EDTA, 1mM EGTA, 250 mM imidazol y 1 mM
DTT). Para eliminar el imidazol se pasé el eluido por columnas PD-10
utilizando el tampén concentrador (20 mM Hepes-KOH pH 7.5, 10 mM KClI,
1.5 mM MgCl;, 1 mM Na-EDTA, TmM EGTA, 0.1 mM PMSF y 1 mM DTT). El
eluido se concentré en columnas Amicon Ultra-4 10 0000 Mw centrifugando a
5000 g durante 10 min a 4°C. La cuantificacién de la proteina se realizé
utilizando el espectrofotémetro Nanodrop. La proteina purificada se congelé

en nitrégeno liquido y se guardé a -80°C en 20% de glicerol.
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5.2 Obtencién de Apaf-1 1-541 recombinante

Partiendo de un precultivo de bacterias BL21 (DE3) transformadas con
el plasmido pET23b-Apaf1-591 que codifica para la proteina truncada Apaf-1
1-591 (fusionada a una cola de His en el extremo N-teminal) se escalé el
cultivo hasta un volumen de 500 mL en medio 2XTY (1% triptona, 1.6% (p/v)
de extracto de levadura, 0.5% (p/v) NaCl pH 7.0) que contiene ampicilina (200
pg/ml) hasta alcanzar una DOggpnm 0.7-0.8. La induccién de la expresién de la
proteina se realizé con 0.5 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)
e incubando el cultivo a 20°C con una agitacién de 180 rpm durante toda la
noche. Después se centrifugé a 6000 rpm durante 20 min a 4°C. El pellet
celular obtenido se resuspendié en 25 mL de tampén de lisis (50 mM Tris-HCI
pH 8.0y 100 mM NaCl) y se afiadié 1 mg/mL de lisozima, 5 pg/mL de DNAsa e
inhibidores de proteasas y se incubé durante 30 min a 4°C. La lisis celular se
realizé mediante tres ciclos de congelacién-descongelacién en nitrégeno
liquido. El lisado celular se centrifugé a maxima velocidad durante 30 min a
4°C y posteriormente, el sobrenadante se purificé con la resina His-Select
Nickel Affinity (Qiagen) previamente equilibrada con 20 mL de tampén de lisis.
La elucién se llevé a cabo con 20 mL de tampén de elucién (50 mM Tris-HCI
pH 8.0, 5 mM NaCl y 250 mM imidazol). El eluido conteniendo Apaf-1 1-591
se volvié a purificar mediante una cromatografia de intercambio i6nico. Se
empled un gradiente lineal entre el tampén A (10 mM Hepes pH 7.8, 10 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT + 5%(v/v) glicerol) y el tampé6n B (10 mM Hepes
pH 7.8, 1 M NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT + 5%(v/v) glicerol). Las fracciones
correspondientes a Apaf-1 1-591 se identificaron utilizando SDS-PAGE, se
unificaron y se concentraron mediante centrifugacién utilizando Amicon Ultra-

4 10000 Mw. La proteina se conservé a -80°C.
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5.3 Purificacién de procaspasa-9 recombinante

A partir de un precultivo de 1.5 mL de bacterias BL21 (DE3)
plysCodon+ transformadas con el plasmido pET23b-pc9 se inoculé un cultivo
intermedio de 50 mL en medio 2XTY con ampicilina (100 pg/ml) durante 1.5 h
a 37°C. Posteriormente, 25 mL de este cultivo se inocularon en 500 mL de
medio y se dejaron crecer hasta alcanzar una OD¢gp,m de 0.6-0.7. Tras enfriar el
cultivo a 30°C, se indujo la expresién de pc9 con 0.2 mM de IPTG durante 3 h a
30°C con 170 rpm de agitacién. El pellet de bacterias se recogié tras una
centrifugacién a 3000 g durante 15 min a 4°C y se resuspendié en 50 mL de
tampén A (100 mM Tris-HCI pH 8.0 y 0.1 M NaCl). La lisis celular se llevé a
cabo mediante sonicacién (Branson 5510) en hielo durante 3 min con pausas
cada min para evitar el sobrecalentamiento de la muestra utilizando una
amplitud del 35%. La muestra se centrifugé a 17000 g a 4°C durante 45 miny
se recuperé el sobrenadante, el cual contiene la proteina de interés fusionada
a una cola de His. La proteina se purificé por afinidad utilizando una columna
de 5 mL His-Trap. La elucién tuvo lugar mediante un gradiente lineal entre el
tampén A y tampén B (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl y 200 mM
imidazol). Bajo las condiciones de elucién se obtuvo una pc9 procesada en dos
subunidades diferentes p35 y p10, inactiva que requiere procesamientos
adicionales para ser funcional. El eluido obtenido se purific6 nuevamente
utilizando cromatografia de intercambio i6nico con una columna de 5 mL His-
Trap Q utilizando un gradiente lineal entre el tampé6n A; (20 mM Tris-HCI pH
8.0, 8.5% (v/v) glicerol y 1 mM DTT) y el tampén B; (20 mM Tris-HCI pH 8.0,
8.5% (v/v) glicerol, 1 M NaCly 1 mM DTT). El pico de elucién correspondiente
a pc9 fue identificado mediante SDS-PAGE y cuantificado utilizando BCA™
Protein Assay Kit segin las instrucciones del fabricante. La proteina se

conservé a -80°C.
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5.4 Purificacién de caspasa-3 recombinante

Partiendo de un precultivo de bacterias BL21 (DE3) transformadas con
el plasmido pET18-casp3 que codifica para la proteina caspasa-3 se escalé el
cultivo hasta un volumen de 500 mL en medio 2XTY suplementado con
ampicilina (200 pg/ml) y cloranfenicol (200 pg/ml), hasta alcanzar una
DO¢oonm 0.8. La induccién de la expresion de la proteina se realizé con 0.2 mM
de IPTG e incubando el cultivo a 30°C con una agitacién de 180 rpm durante 3
h. Después se centrifugé a 6000 rpm durante 20 min a 4°C. El pellet celular
obtenido se resuspendié en 25 mL de tampén de lisis (100 mM Tris-HCI pH 8.0
y 100 mM NaCl). La lisis celular se llevé a cabo mediante sonicacién (Branson
5510) en hielo durante 2 min con pausas cada 30 s para evitar el
sobrecalentamiento de la muestra utilizando una amplitud del 35%. La muestra
se centrifugd a 25000 rpm a 4°C durante 30 min, se recuperé el sobrenadante,
el cual contiene la proteina de interés y se purificé utilizando cromatografia de
intercambio i6nico con una columna de 1 mL His-Trap Q utilizando un
gradiente lineal entre el tampén A (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl y
20 mM imidazol) y el tampén B (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl y 500
mM imidazol). Para eliminar el imidazol se pasé el eluido por columnas PD-10
previamente equilibradas con tampén C (50 mM Hepes pH 7.4, 1 mM EDTA,
10% glicerol, 0.1% CHAPS y 100 mM NaCl). El pico de elucién

correspondiente a caspasa-3 se congelé6 a -80°C.

6. Ensayos de actividad in vitro

6.1 Ensayo de reconstitucién del apoptosoma

Para el ensayo de reconstitucién del apoptosoma, 100 nM de rApaf-1
se incubé en presencia de 10 mM dATP y 10 mM Cit c en tampén A (20 mM
HEPES, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT y 0.1
mM PMSF) durante 30 min a 30°C. A continuacién, se afiadié 4 pM pc9 y se
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incubé durante 40 min a 30°C. Por ultimo, se agregé el sustrato fluorogénico
de caspasa-9, Ac-LEDH-afc, que al ser hidrolizado por la caspasa-9 activada

por el apoptosoma presentara fluorescencia, la cual sera detectada en un
espectrofluorimetro Wallac Victor2V 1420 (PerkinElmer) (A o, 390 nm; A .,

510 nm).

Para ver el efecto de compuestos como minociclina y SVT016426 se
efectué una preincubacién durante 15 min a 30°C de rApaf-1 con 50 pM
minociclina o 10 pM SVT016426 previa a la adicion del resto de los

componentes del apoptosoma.

6.2 Reconstitucién del apoptosoma con extractos celulares

Extractos citosélicos de células HEK293 deficientes de Apaf-1 se
obtuvieron como previamente describié Fearnhead et al [40]. Brevemente, los
extractos se prepararon a partir de 60 millones de células, las cuales se lavaron
con tampén PBS y se resuspendieron en 10 mL de tampén hipoténico (50 mM
PIPES pH 7.0, 10 mM KCI, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl, y 1 mM DTT), con el cual
se induce el hinchamiento de las células sin romperlas. Rapidamente las células
se centrifugaron a 500 rpm, 5 min y se retir6 el tampdn sobrante.
Sequidamente se llevé a cabo la lisis celular mediante tres ciclos de
congelacidn-descongelaciéon y los lisados se centrifugaron a 43000 rpm
durante 60 min a 4°C para obtener la fraccién citosélica. El sobrenadante se
fraccioné mediante cromatografia de intercambio anidnico con el objetivo de
separar las fracciones que contienen todos los componentes del apoptosoma a
excepcién de Apaf-1. Para ello se utilizé una columna de Q-sefarosa y un
gradiente lineal entre el tampén A (50 mM PIPES pH 7.0, 50 mM KCI, 5 mM
EGTA, 2 mM MgCl, y 1 mM DTT) y el tampén B (50 mM PIPES pH 7.0, 450 mM
KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl, y 1 mM DTT). Ninguna de las fracciones
seleccionadas contiene actividad caspasa pero la adicién de rApaf-1

reconstituye la actividad.
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La funcionalidad de los extractos HEK293 deficientes de Apaf-1 se
evalué mediante el ensayo de reconstituciéon del apoptosoma. Se incub6 80
nM de rApaf-1 con 50 pM minociclina o 10 pM SVT016426 en tampdn de
reaccién (20 mM Hepes-KOH pH 7.5, 10 mM KCl, 1.5 mM MqgClI2, 1 mM EGTA,
10 mM DTT y PMSF) a 30°C durante 20 min con agitacién constante.
Posteriormente, se afiadié una concentracién final de 0.3 mg/mLl del extracto
celulary 1 mM dATP y la mezcla se incubé a 37°C por 30 min con agitacién. La

actividad caspasa fue monitoreada a 37°C tras la adicién de 20 pM Ac-DEVD-

afc en un espectrofluorimetro Wallac Victor2V 1420 (PerkinElmer) (A exc 400

nm; A em 508 nm).

6.3 Ensayo de activacién de caspasa-9

El ensayo de actividad utilizando sales cosmotrépicas, en particular
citrato de sodio, fue realizado como ha sido reportado previamente [120]. En
la activacion de pc9 dependiente de citrato sédico 5 pM pc9 fue preactivada
durante 20 min en tampén SC (50 mM Na,HPO,.7H,0, 150 mM NaCl, 1.5%
sacarosa y 0.05% CHAPS, 10 mM DTT y 0.7 M citrato sédico pH 7.4) a
temperatura ambiente de manera que las sales de citrato logran activar a pc9.
Una vez preactivada, la reaccién completa se diluyé en tampdn sin citrato
(tampén S) y se incubé 25 min a temperatura ambiente en presencia de
minociclina 50 pM o 10 pM SVT016426. Finalmente, se adicioné 40 pM del

sustrato fluorogéncio Ac-LEHD-afc y la liberacién del grupo afc se monitorizé
a 25°C (A exc 390 nm; Aem 510 nm) en un espectrofluorimetro Wallac

Victor2V 1420 (PerkinElmer) a 37°C.

6.4 Ensayo de activacién de caspasa-3

Para realizar el ensayo de activacién de caspasa-3 se procedié a la

incubacién de 50 pM minociclina o 10 pM SVT016426 con 2 nM caspasa-3
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recombinante en un tampén de reaccién (50 mM Hepes pH 7.4, 100 nM NaCl,
10 mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glicerol y 0.1% CHAPS) durante 20 min a
temperatura ambiente. La actividad se midi6 agregando 200 pM del sustrato
fluorogénico Ac-DEVD-pNA y detectada en un espectrofluorimetro Wallac
Victor2V 1420 (PerkinElmer) a A 570 nm.

7. Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear

(RMN)

Todos los espectros han sido obtenidos con un espectrémetro Bruker
Ultrashield Plus Avance Il 600 MHz equipado con una sonda TCl de 5 mm
enfriada criogénicamente a una temperatura de 298 K. Una muestra tipica de
RMN consistié en 1 pM rApaf-1y 20 o 100 pM de minociclina obtenido de un
stock 50 mM disuelto en agua para obtener una relacién proteina:ligando de
1:20 o0 1:100 para los experimentos de waterLOGSY y STD, respectivamente. El
tampdn de ensayo se compone de 50 mM fosfato pH 7.0 y 50 mM NacCl. La
ventana espectral de 'H fue de 9600 Hz, utilizando 8 K de puntos para su
definicién y un nimero de acumulaciones de 1y 4 K para los experimentos de

waterLOGSY y STD, respectivamente.

8. Ensayo celular de activacién de caspasa-3

El ensayo de activacién de caspasa-3 se realizé6 sembrando 1.5 * 10°
células/pocillo de, Hela, wtMEFS, AkoMEFS, STHdhQ”” y STHdhQ"""""" en
placas de 9.6 cm’ de é4rea durante 24 h. Donde fuese necesario, las células se
trataron con 10 pM etopésido, 50 ng/ml TNFa o 10 pM del inhibidor de pan-
caspasas Z-Val-Ala-Asp (OMe)-fluorometilcetona (z-VAD; Tocris). Al mismo
tiempo las células fueron cotratadas con 50 pM minociclina o 10 pM
STV016426 durante 24 h. A continuacidn, se tripsinizaron las células y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min a 4°C. Se procedié a eliminar el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en tampén de extraccién hipoténico

(50 mM PIPES pH 7.0, 50 mM KCI, 5 mM EGTA y 2 mM MgCl,). La lisis celular
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se realiz6 mediante congelacién-descongelacién en tres rondas con nitrégeno
liquido/agua fria. Luego se centrifugaron las muestras a 13000 rpm 10 min a
4°C. El sobrenadante, que contiene la fraccién citosélica, se cuantificé
utilizando BCA™ Protein Assay Kit segtn las instrucciones del fabricante. La
actividad caspasa-3 se monitorizé en 40 pg de proteina diluida en tampén de
medicién (10% glicerol en PBS, 0.1 mM EDTAy 2mM DTT) que contenia 20 pM

de sustrato fluorogénico Ac-DEVD-afc y utilizando un espectrofluorimetro

Wallac Victor2V 1420 (PerkinElmer) a 37°C (A exc 400 nm; A em 535 nm).

9. Ensayo de viabilidad celular

Células STHdhQ"”7, STHAhQ"""""", wtMEFS y AkoMEFS se sembraron a
una densidad de 2.0 * 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos estériles por
24 h. Las células wtMEFS y AkoMEFS se trataron con 10 pM etopésido en
presencia o ausencia de 50 pM minociclina por 30 h, mientras que las células
STHdhQ""” y STHdhQ""""""" se trataron con 7.5 pM doxorubicina en presencia o
ausencia de 50 pM de minociclina o 10 pM de SVT016426 durante 24 h. En
todos los casos, se agregé 20 plL de MTT de una solucién a 5 mg/mL durante 4
h. La reduccién metabdlica del MTT realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa conlleva a la formacién de cristales de formazan. En
el siguiente paso el medio celular fue absorbido y los cristales de formazan
presentes fueron disueltos en 100% DMSO. La intensidad del color fue medida

en un espectrofluorimetro Wallac Victor2V 1420 (PerkinElmer) a A =570 nm.

10. Inmunoprecipitacién
Células STHth7/7 y STHth111/111 se sembraron a una densidad de
2.0 * 10° de células en placas de 20 cm’ de 4rea durante 24 h. Se lisaron en
tampén IP (50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 1TmM EDTA, 1mM EGTA,
5mM MgCl; y 0.5% Tritén X-100) con inhibidores de proteasa y fosfatasas
durante 20 min a 4°C en rotacién orbital. Posteriormente, la solucién se

centrifugé a 10000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se cuantificé
122



Material y Métodos

utilizando BCA™ Protein Assay Kit segun las instrucciones del fabricante. Para
la inmunoprecipitacién, 20 pL de beads fusionadas a la proteina G-Agarosa
fueron conjugadas con 1 pg de anticuerpo de Htt o Apaf-1 en PBS durante 2 h
a 4°C en rotacién orbital. A continuacién, se incubaron con 500 pg del extracto
celular toda la noche a 4°C en rotacidn orbital. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados a 3000 rpm durante 5 min a 4°C. Finalmente, las muestras se hirvieron
en tampén de carga durante 5 min a 95°C para separar los complejos

inmunoprecipitados de las beadsy se analizaron por westernb/ot.

11. Ensayo de cromatografia de afinidad de niquel

Células HEK293 fueron cultivadas en placas de 10 cm” a una densidad
de 1.0 * 10° células/placa. A las 24 h se transfectaron con el plasmido
HDFLQ128 por 40 h utilizando Lipofectamina'™ 2000. Posteriormente, las
células tripsinizadas fueron lisadas en tampén IP tal y como se ha descrito ene |
apartado anterior. El sobrenadante fue cuantificado utilizando BCA™ Protein
Assay Kit. Dos columnas de cromatografia (BIO-RAD) se equilibraron con 1 mL
de tampén A (20 mM HEPES, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 1 mM DTT y 0.1 mM PMSF). Seguidamente, se les afiadié 100 plL de
resina para purificacién de proteinas que contengan una cola de His (Ni-NTA
Qiagen). A una de las columnas se le afiadié 30 plL de rApaf-1 (4 pM) y a la otra
30 pL de tampdn A (control negativo). Posteriormente, a ambas se les agregé
50 plL del extracto 50 mg/mL HEK293 y se incubé 10 min a temperatura
ambiente. Tras tres lavados con tampén A, se eluyé con 300 plL de 500 mM

imidazol. El eluido fue liofilizado y analizado mediante westernb/ot.

12. Purificacién de los agregados
Para la obtencién y purificacién de agregados dependientes de poliQ,
las células Hela se sembraron en placas de 10 cm” con una densidad de 1.0 *

10° células/placa. Al dia siguiente, se transfectaron con 2 pg del plasmido

EGFP-HDQ74 utilizando Lipofectamina 2000 ™ acorde a las indicaciones del
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fabricante. El procedimiento de separacién y purificacién de agregados fue
realizado segin lo descrito por Hazeki y Kanazawa [129]. Tras 48 h de
transfeccion, las células se levantaron utilizando un scraper, se centrifugaron a
300 g durante 5 min a 4°C, se lavaron con PBS y se resuspendieron en tampdn
TBS-X (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl y 0.5% Triton X-100) con
inhibidores de proteasas. La muestra se lisé por sonicacién en hielo durante 15
seg con una amplitud de 10%. Seguidamente, se centrifugé la suspensién
obtenida a 300 g durante 10 min a 4°C. El pellet se resuspendié en TBS-X y se
repitié el procedimiento dos veces mas. Para la solubilizacién del pellet que
contiene los agregados se afiadi6 500 plL de acido férmico concentrado
durante 1 h a 37°C. La eliminacién del acido férmico se llevé a cabo utilizando
centrifugacién al vacio. Los agregados concentrados se resuspendieron en
tampén de carga para SDS-PAGE. El anélisis se llevd a cabo mediante

westernblot.

13. Inmunodeteccién de proteinas (westernblot)

Las muestras celulares para analizar mediante westernb/ot se lisaron
en un tampén de lisis total (25mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EGTA, 1 mM EDTAy
1% SDS), calentadas a 95°C durante 10 min y centrifugadas durante 5 min a
méxima velocidad. El sobrenadante fue cuantificado utilizando BCA™ Protein
Assay Kit. Las muestras se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10-12% vy transferidas a membranas de nitrocelulosa.
Posteriormente, se bloqueé con 5% de leche desnatada disuelta en tampén
TBS-T (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl y 2% Tween-20) durante 1 h a
temperatura ambiente y sequidamente se incubé durante toda la noche a 4°C
la membrana con el anticuerpo primario de interés (ver tabla anticuerpos). Al
dia siguiente, se realizé tres lavados con tampén TBS-T durante 10 min a
temperatura ambiente con agitacién constante. Posteriormente, se incubé con
el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a la enzima peroxidasa

durante 1 h a temperatura ambiente en agitacidn. Por Gltimo, se realizaron tres
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lavados con las mismas condiciones anteriores y la deteccién se realizé por
- - . s ™ . .
quimioluminiscencia utilizando ECL™ westernblotting detection reagent

segun las indicaciones del fabricante.

En caso necesario, se realizé la cuantificacién del area de las bandas
obtenidas utilizando el programa Image J 1.46i (Wayne Rasband, National
Institute of Health, USA) y fueron normalizadas con respecto al control de

carga.

14. Inmunofluorescencia

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células sembradas sobre
cristales se fijaron con 4% paraformaldehido durante 20 min. Seguidamente,
las células se permeabilizaron con 0.1% Tritén X-100 durante otros 20 min.
Tras varios lavados con PBS se bloqueé con 3% albimina de suero bovino (BSA)
en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con PBS para eliminar el
sobreexceso. En los casos pertinentes, las células se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente conjugado a un fluorocromo durante 1
h protegidas de la luz. Finalmente, tras tres lavados con PBS los cristales se
montaron con Mowiol. lLas imagenes fueron obtenidas utilizando un
microscopio Leica DM 6000 (camara Leica DC500) con un objetivo 20X o bien

mediante microscopia confocal LSM 510 con un objetivo 63X.

Para el caso del estudio de la salida de Cit ¢ de la membrana
mitocondrial con células wtMEFS y AkoMEFS doscientas células se
contabilizaron y clasificaron de acuerdo a la localizacién del Cit ¢ en la

mitocondria (morfologia tubular) o en el citosol (patrén difuso).
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15. Analisis de imagen

Colocalizacién

7/7 1M1/111

La toma de imagenes en las lineas celulares STHdhQ™" y STHdhQ
se realizé en un microscopio confocal LSM 510 con un objetivo 63X. Para la
eliminacién del ruido de fondo de la imagen a analizar se sustrajo la sefial de
los anticuerpos secundarios, Alexa 555 y FITC para Apaf-1 y Htt,
respectivamente. Para evitar falsos positivos se corroboré la eliminacién de la
sefial de ruido de fondo utilizando la opcién substract background en los
programas de andlisis de imagen. Posteriormente, el porcentaje de
colocalizacién de ambas proteinas se calculé utilizando el plugin Measure
colocalization del programa Metamorph 7.0 de un total de 10 imagenes
analizadas. En las imagenes mostradas puntos de colocalizacién se muestran

mediante flechas blancas.

Un segundo analisis de las mismas imagenes se realizé con la ayuda del
programa Image J 1.46i “JACoP pluging” (Wayne Rasband, National Institute
of Health, USA) obteniendo dos coeficientes de colocalizacién. El coeficiente
de Pearson se utiliza para describir el grado de solapamiento entre dos
patrones de manera lineal obteniéndose valores entre 1y -1. Valores negativos
(cercanos a -1) denotan alta exclusién de las sefiales evaluadas mientras que

valores positivos (cercanos a 1) sefialan alto solapamiento de los fluorocromos.

Coeficiente de Pearson

M= z (Ri_Raver)*(Gi_Gaver)
VIERR o) (GG

©

Donde:

Ri=intensidad roja
G;= intensidad verde

Ri= media de la intensidad roja
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G;= media de la intensidad verde

Por otro lado, el coeficiente de Manders, M; y M, determina la
colocalizacién de las sefiales verde y roja sin tomar en cuenta el cambio en la
intensidad relativa de cada una de las imagenes y sus valores rondan entre Oy
1. Valores cercanos a 0 demuestran baja colocalizacién. Por el contrario,

valores cercanos a 1 denotan alta colocalizacién de las sefiales.

Coeficiente de Manders

M 1= z Ri,coloc M 2= z Gi,coloc
LR 2 G
Donde:
Gilcoloc = 0 si Ri = 0

Gilcoloc = Gi si Ri >0

16.Andlisis estadfstico
Todos los experimentos se han realizado al menos por triplicado. En los
casos de existir datos cuantitativos se han representado como el promedio *
desviacién estandar. Cuando se ha requerido se ha aplicado el test estadistico

correspondiente: ¢- student o ANOVA con un nivel de significancia de * p< 0.1

o ** p<0.05.
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