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Alondra de mi casa,

riete mucho.

Es tu risa en los ojos
la luz del mundo.
Riete tanto
que en el alma al oirte,
bata el espacio.

Tu risa me hace libre,
me pone alas.
Soledades me quita,
carcel me arranca.
Boca que vuela,
corazon que en tus labios
relampaguea.

Es tu risa la espada
mas victoriosa.
Vencedor de las flores
y las alondras.
Rival del sol.
Porvenir de mis huesos
y de mi amor.

La carne aleteante,
subito el parpado,
el vivir como nunca
coloreado.
iCuanto jilguero
se remonta, aletea,
desde tu cuerpol!

Desperté de ser nifio.
Nunca despiertes.
Triste llevo la boca.
Riete siempre.
Siempre en la cuna,
defendiendo la risa
pluma por pluma.

Miguel Hernandez
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trabajo eres un sol, Dieguito, tu también. A los que se fueron muy a mi pesar, Zulema,
Rafa, Irene sabéis que estdis en mi corazén y que os extrafio, gracias por aquellas cenas
(Zule ummm todavia me acuerdo de tu pastela moruna), las risas y las cervezas cuando
algo iba mal o porque todo iba bien, todos nuestros planes y nuestras conversaciones,
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muy bien lo que ha pasado pero también he de darte las gracias a ti puesto que sean como
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II. RESUMEN






Las neoplasias de células T son un grupo de enfermedades muy
heterogéneas con caracteristicas epidemioldgicas, moleculares y clinicas
muy variables. Se trata de enfermedades muy agresivas que requieren
tratamiento inmediato y en general, se caracterizan por su mal pronoéstico
clinico con una alta morbilidad y mortalidad. A pesar de los ultimos afos
avances en el tratamiento de leucemias linfoblasticas agudas T (T-ALL), la
supervivencia sin recaidas en los cinco afnos posteriores al tratamiento
quimioterapéutico sigue, de momento, estrechamente ligada a la edad de
los pacientes. Por tanto, es imperativo el desarrollo de nuevos
quimioterapéuticos eficaces, de accion rapida y selectiva que, al mismo

tiempo, sean compatibles con la supervivencia de estos pacientes.

Por otro lado, una de las principales adaptaciones de los microorganismos
a los ambientes extremos es la produccion de exopolisacaridos (EPSs) que
les protegen de las condiciones adversas permitiéndoles colonizar este
tipo de habitats. Dada su heterogeneidad estructural, los EPS presentan
numerosas propiedades fisico-quimicas, contando con un gran potencial
de aplicacién en los sectores farmacéutico y clinico. Dentro de los
microorganismos extremofilos, las bacterias haléfilas producen EPSs con
un inusual nimero de grupos sulfatos en su estructura que realizan una
gran contribucién a su potencial bioldgico, posibilitando el desarrollo de
nuevas drogas con diferentes propiedades, como inmuno-supresoras,
inmuno-estimuladoras o antitumorales, a partir de los mismos. Debido a
esta circunstancia nuestro grupo, en colaboracion con el Dpto de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada,
analiz6 la actividad antitumoral de un panel de EPSs aislados a partir de
bacterias haléfilas pertenecientes al género Halomonas. El EPS B100
excretado por la especie Halomonas stenophila ejerce una potente
inhibicion del crecimiento en diversas lineas tumorales hematopoyéticas.
No obstante, solo la forma quimicamente sulfatada en el laboratorio es
capaz de inhibir el crecimiento a través de la induccién de apoptosis,

indicando que su actividad citotoxica depende del grado de sulfatacion de



este EPS y resultando ser dosis-dependiente. Dicha induccion se restringe
a lineas leucémicas del linaje T, sin resultar toxico para los linfocitos T de
sangre periférica de donantes sanos. Dado el gran potencial anti-tumoral
de este exopolisacarido nos propusimos caracterizar la apoptosis inducida
por la forma sulfatada del EPS B100 (B100S) en la linea leucémica T
Jurkat. Encontramos que B100S ejerce su efecto pro-apoptético a través de
la via intrinseca con una potente activaciéon temprana de la proteina pro-
apoptética Bak, produccién de especies reactivas del oxigeno (H202 y 027),
caida del potencial de membrana mitocondrial (AWm), deplecion de los
niveles de GSH intracelular y activacién de las caspasas inciadoras -9 y -8,
asi como de la caspasa-3 efectora y degradacion de PARP. La
sobreexpresion de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y BclkL protege a
las células Jurkat de la apoptosis, produccion de ROS, caida del AWm y
corte de caspasas inducidas por B100S. Ademas, en ausencia de caspasa-9,
B100S no es capaz de inducir apoptosis en células Jurkat, confirmando la
implicacion de la via intrinseca y la caspasa-9 como iniciadora de ruta de
induccién de apoptosis activada por B100Sconfirmando nuestra hipdtesis
inicial. La utilizacion de antioxidantes de diversa naturaleza revel6 que
B100S activa esta via de sefializacién mediante una potente y temprana
produccion de ROS, independiente de la formacion del poro mitocondrial
de permeabilidad transitoria, sin la cual pierde su capacidad apoptogénica.
También se analizaron los efectos de la combinacion de este
exopolisacarido con inhibidores de cinasas que controlan las principales
vias de sefalizacion celulares, asi como con otros quimioterapéuticos,
pudiéndose observar una potenciacidon del efecto pro-apoptoético de este
EPS en algunos casos, determinandose la implicacion de p38-MAPK en la
sefializacién apoptética iniciada por el mismo y observandose que, al
menos parcialmente, B100S requiere la sintesis proteica para ejercer su
efecto. Finalmente, también se analizaron los cambios en la expresion
génica a las 4 y 6h de tratamiento con B100S mediante un array de

expresion de genoma completo.
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III. INTRODUCCION
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El término exopolisacarido, definido por Sutherland en 1971, hace
referencia a todos aquellos polisacaridos que forman parte de la envuelta
externa de las células microbianas, donde ademdas de desarrollar una
funcion estructural, protegen al microorganismo, y participan en la
adhesion del mismo a diferentes tipos de superficies (Sutherland, 1972,
1989). Los EPSs se encuentran en la superficie externa de los
microorganismos en forma de capsulas unidas a la misma por
interacciones no covalentes, formando capsulas difusas, o, también,
pueden ser excretados al medio en forma de finas capas amorfas y
mucosas denominadas “Slimes”, que incluyen a todas las bacterias de una

poblacién.

Los biofilms/slimes se pueden encontrar en ambientes sélidos y acuosos,
en tejidos de plantas y animales y en sistemas artificiales (filtros,
calentadores, sistemas de aire acondicionado, tuberias etc). Su formacion
permite a estos organismos uniceluares participar de un estilo de vida
multicelular temporal en el que el comportamiento en grupo facilita la

supervivencia en ambientes adversos (Geesy, 1982).

Dentro del biofilm las poblaciones mixtas de bacterias se agrupan en torno
a una matriz extracelular, que ellas mismas producen, y que representa
entre el 50% y el 90% de la biomasa total (Flemming and Wingender,
2010). Esta matriz va a estar formada por: agua, polimeros extracelulares
(EPS), proteinas de union a carbohidratos, pili, flagelos, fibras adhesivas,
ADN extracelular y en general multiples derivados de la propia lisis
celular, que van a actuar como un andamio tridimensional estructurando
el bioflim (Figura 1)(Christensen, 1989; Conrad et al., 2003; Flemming and
Wingender, 2010; Gjermansen et al., 2005; Sauer et al., 2004; Zhang et al,,
1998).
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Por tanto, los componentes estructurales de la matriz forman una
estructura compacta y altamente hidratada que permite que las bacterias,
dada su proximidad, establezcan relaciones e intercambien ADN, al mismo
tiempo que las protege de la desecacion, la depredacion, la oxidacién, la
radiacion, etc. (Flemming and Wingender, 2010; Koo et al., 2010). No
obstante, si las condiciones del biofilm se vuelven desfavorables, los
microorganismos que lo producen pueden, por un lado, dejar de sintetizar
los componenentes de la matriz y por otro, secretar enzimas que
destruyan los componentes especificos para poder dispersarse

(Gjermansen et al., 2010).

Figura 1. Representacion
esquematica de la
composicion de la matriz
extracelular de E.coli. Se
muestran los componentes
estructurales como EPSs,
celulosa, poliglucosamina,
flagelos, pili y CUP (
Chaperone Usher Pathway)
(Extraido de (Kostakioti et
al,, 2013)).

Los componentes clave de los biofilms son los EPS. Estos van a
determinar las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de los biofilms, asi
como la integridad funcional de los mismos (revisado por (Sutherland,

1990)).
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Los EPS son producidos en ambientes naturales tanto por procariotas
como por eucariotas. Asi, se han observado en diversas especies de
arqueas, bacterias, microalgas y hongos. La mayoria de las especies de
microalgas producen este tipo de polisacaridos. Existe un nimero muy
reducido de especies de hongos capaces de sintetizarlos, si bien es cierto
que los pocos EPS aislados de hongos tienen un gran interés debido a sus
propiedades fisicas y farmacoldgicas. Ademas, los EPS son producidos por
procariotas patogenos de humanos, plantas y animales, pero también por
especies saprofiticas (revisado por (Sutherland, 1990; Wingender et al,,

1999).

Los EPS son moléculas complejas, que varian en su composicidon. Estan
constituidas por unidades simples y repetitivas de azucares, unidas
mediante enlaces glicosidicos, que originan estructuras lineales o
ramificadas. Los hidratos de carbono mas comunes en este tipo de
moléculas son D-glucosa, D-galactosa y D-manosa. También pueden
presentar N-acteilaminoazuicares, aminoazucares, azliicares neutros como
L-ramnosa, L-fucosa y 6-desoxihexosas y otro tipo de carbohidratos poco
comunes en los EPS, tales como L-hexosas, la forma furanosa de la glucosa

y la galactosa (Sutherland, 2001).

A pesar de que algunos EPSs pueden ser neutros, la mayoria son
poliandicos debido a la presencia de acidos urdnicos, piruvato ligado en
forma de cetal, succinato, y residuos inorganicos como fosfatos y
raramente sulfatos (Lindberg, 1990; Sutherland, 2001; Sutherland, 1990).
Los grupos fosfato son comunes en los EPS producidos por bacterias
GRAM:, mientras que los grupos sulfatos son sustituyentes inorganicos
especificos de polisacaridos eucarioticos, EPS de bacterias halofilicas y

arqueas.
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Los cationes también forman parte de los exopolisacaridos,
especialmente, de los polianionicos. (Anton et al.,, 1988; Lindberg, 1990;
Llamas et al,, 2010; Mata et al,, 2008; Nicolaus et al., 2004; Parolis et al.,
1996; Quesada et al.,, 2004).

Mientras que los EPS sintetizados por eucariotas presentan pentosas en
su composicién ,estas apenas forman parte de la composicion de los EPS

producidos por procariotas (De Philippis et al., 2005).

En la composicion de los exopolisacaridos también se pueden encontrar
sustituyentes organicos, unidos mediante enlace éster o cetal. Entre los
que no contribuyen a la carga total pero si a la conformacién molecular, se
encuentran los restos de acetato, propionato, glicerato, succinato y 3-
hidroxibutanoato, que dotan a los polisacaridos de cierta naturaleza
lipofilica muy util de cara a posobles aplicaciones industriales (Sutherland,
2001). Por ultimo, mencionar la presencia de aminoacidos (Serina,
taurina, tirosina, acido L-glutamico, etc) como sustituyentes organicos

(Sutherland, 1994; Weon-Taek et al.,, 1999).

La mayoria de los EPSs, sobre todo bacterianos son
heteropolisacaridicos, es decir, estain formados por 2-5 mondémeros
diferentes. No obstante, también existen homopolimeros formados por
un solo tipo de monosacarido, este seria el caso del curdlano bacteriano o
del escleroglucano fungico. Algunos de los EPSs heteropoliméricos mas
conocidos son: xantano, gelano, alginato, succinoglicano y el acido

hialurénico.

El Xantano, es el EPS bacteriano con mayor interés industrial hasta la
fecha y es secretado Unicamente por Xanthomonas campestris (Lilly et al.,

1958).
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Compuesto principalmente por glucosa, manosa, acido glucrudnico,
piruvato y residuos acetilo, se utiliza como: 1) estabilizante de emulsiones
para la fabricacion de helados y salsas de ensaladas, 2) agente floculante,
estabilizante de espumas y gelificante y 3) inhibidor de la formacion de
cristales, agente suspensor y viscosizante en cosméticos, productos
farmaceuticos, alimentos congelados, pastillas, jarabes azucarados,
pesticidas, tintas de impresora, pinturas, salsas etc (Sutherland, 1994,

1998).

Alginatos, son EPSs lineales producidos por diferentes espécies de algas y
bacterias. El contenido en grupos O-acetilo y en los carbohidratos es lo que
determina sus propiedades fisico-quimicas, estructurales y funcionales

(Clementi, 1997; Sutherland, 1994).

El succinoglicano, es un polimero de glucosa, galactosa, piruvato y
succinato con gran interés en la industria del petroleo (Simseka and

Campanellac, 2009) .

El acido hialurénico, es un polimero lineal de acido glucurénico y N-
acetilglucosamina, producido por varios tipos de bacterias (Pseudomonas,
Streptocos y Azotobacter), cuya capacidad de retencion de agua es tan
elevada que, normalmente, se utiliza en la produccién de cosméticos como
agente hidratante, aunque también, tiene aplicaciones clinicas, en cirugia

ocular por ejemplo (Sutherland, 1998).
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La composicion quimica, estructura primaria/secundaria y la masa
molecular de los diferentes EPSs van a determinar sus propiedades fisico-
quimicas, reoldgicas y su configuracion final (Figura 2). Los enlaces de
tipo (1,2)-a, (1,6)- a otorgan mayor flexibilidad y solubilidad acuosa a
los EPSs que los (1,3)- a o los (1,4)- a. Asi mismo, el bajo contenido en
grupos acil reduce la viscosidad. Las estructuras secundarias van a estar
influenciadas por el tipo de sustituyentes organicos e inorganicos que
presenten, al igual que las estructuras terciarias, en las que la disposicion
de los mismos es extremadamente importante. En la mayoria de los EPSs
la conformacién mas favorable es aquella en la que las fracciones cargadas
se localizan en la periferia, donde pueden interaccionar facilmente con
agua e iones. Este tipo de estructuras terciarias se encuentran, sobre todo,

a bajas termperaturas y en presencia de sales (Sutherland, 2001).

Por otro lado, la acetilacion de los EPSs bacterianos impide la interaccion
entre las cadenas del polimero y los cationes, favoreciendo la formacién de
geles. No obstante, se pueden producir algunas uniones a cationes,
especialmente Ca?*. Cuando los alginatos se unen a cationes se producen
EPSs altamente viscosos con propiedades viscoelasticas muy interesantes
para la industria. Los polisacaridos acetilados son muy resistentes a las

liasas que causan su destruccidn (Sutherland, 2001).

A pesar de compartir estructuras primarias similares, muchos EPSs
difieren en solubilidad, propiedades fisicas y reologicas. Esto se debe
fundamentalmente a la estructura terciaria de estas macromoléculas y a
las interacciones intermoleculares (Parolis et al., 1996; Sutherland, 2001;

Sutherland, 1990; Sutherland, 1994, 1998).
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Figura 2. Correlacion entre las propiedades fisico-quimicas de los EPSs mas
utilizados industrialmente y sus aplicaciones. Abreviaturas: Alg, alginates
bacterianos; Curd, curdlan (homopolimero); FPol, FucoPol; Gel, Gelano; Hyall, acido
hialurénico, GPol, GalactoPol; Lev, Levan; Scn, Succinoglicano; Xan, Xantano (Extraido de
(Freitas et al., 2011)).

Los microorganismos invierten una gran cantidad de energia y carbono en
la produccion de EPSs por lo que estos han de resultarles altamente
beneficiosos y han de desempefiar multiples funciones (Chen y col,

1995a,b), entre ellas:

- Tal y como ya se coment6 en el apartado de generalidades, los EPSs
intervienen en la adhesiéon microbiana a diferentes superficies, donde
forman biofilms para establecer un modo de vida multicelular efimero.
Estas biopeliculas constituyen un entorno dindamico en el que las
poblaciones, de diferentes tipos de bacterias, alcanzan un estado
homeostatico y se organizan en funcién de la disponibilidad de nutrientes

(Sutherland, 2001).
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Asi, en el cuerpo humano la mayoria de los microorganismos saprofiticos

se encuentran unidos a tres tipos de superficies: piel, mucosas y dientes.

- Los EPSs participan en procesos de morfogénesis como la formacién de
cuerpos fructificantes y mixosporas en los que actian como lubricantes y

adhesivos (Sutherland, 1989)

- Proteccion frente a la desecacion y fluctuaciones de agua,
variaciones de pH, altas/bajas temperaturas y depredadores: Los
EPSs protegen a los microorganismos que se agrupan en su interior de la
desecacion y de las posibles fluctuaciones de agua, dado que actiian como
un reservorio de la misma cuando el ambiente se vuelve desfavorable en
este sentido (Robertson y Firestone, 1992; Whitfield y Valvano, 1993).
También ralentizan la desecacidn de las bacterias de suelo y de las hifas de
aquellos hongos capaces de producirlos (Evans et al., 1991; Whitfield and
Valvano, 1993).

- Proteccion frente agentes antimicrobianos: los EPSs, en function de su
naturaleza idnica, pueden unirse eficazmente a determinados agentes
antimicrobianos inutilizandolos. Esto tiene un gran impacto a nivel clinico,
sobre todo, en lo que se refiere al material quirdrgico (catéteres, juntas
artificiales, valvulas cariiacas etc) ya que la formacién de biofilms sobre
estas superficies confiere, a las bacterias incluidas en su interior,
resistencia a determiandos antibiéticos (Mah et al., 2003; Moskowitz et
al., 2004). De la misma forma, los EPSs, pueden actuar como barrera frente
a las células del sistema inmunitario generando resistencias frente a
anticuerpos y el complemento. Este seria el caso de los encapsulados
Streptococcus pneumoniae y S. agalactia (De Vuyst and Degeest, 1999;
Wingender et al., 1999).
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- Proteccion frene a cationes metalicos toxicos: multitud de EPS, se
utilizan actualmente en biorremediacion como agentes protectores. Un
buen ejemplo son determinados alginatos y gelanos, capaces de adsorber
cationes toxicos como: Cd?*, Pb?+, Cu?*, Zn?*, Sr?*(Geddie and Sutherland,

1993).

- Agentes que facilitan la infeccion: esta funcién es especialmente
importante para aquellas especies de microorganismos que infectan
plantas. Los EPSs viscosos alteran el suministro de agua y nutrientes
solubles de la planta dismuyendo su biodisponibilidad (Kannenberg and

Brewin, 1994).

- Reserva de nutrientes y energia: esta es una funcion muy poco comuin
ya que la mayoria de los microorganismos no son capaces de catabolizar
sus propios EPS (Cerning, 1990). Sin embargo, la mayoria de los nutrientes
atrapados en la matriz de los EPSs/biofilms, como proteinas, pueden ser
utilizados como fuente de carbono y energia, proceso extremadamente

comun entre los microorganismos (Wolfaardt et al., 1995).

Se denominan extremofilos a aquellos microorganismos que viven en
ambientes donde las condiciones fisico-quimicas son extremas e inusuales
(Horikoshi, 1995). Este tipo de ambientes son una fuente importante de
bacterias, arqueas, algas y hongos con multiples e interesantes

aplicaciones en diferentes campos (Horikoshi and Grant, 1998).
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Los microorganismos extremofilos han desarrollado distintas estrategias
para adaptarse y colonizar este tipo de ambientes, lo que les permite
compensar los efectos deletéreos de las condiciones tan adversas (altas
temperaturas, altas concentraciones de sales, bajo pH, niveles elevados de
radiacion etc). Entre las adaptaciones, la produccion de EPSs es una de
las mas comunes (Nichols et al, 2005). Los EPSs son un componente
importante de los polimeros extracelulares que rodean a los
microorganismos que habitan en ecosistemas antarticos, hipersalinos,
manantiales geotérmicos profundos y fuentes hidrotermales, etc, dado que
les proporcionan una barrera de proteccion muy eficiente en estos

ambientes tan hostiles (Nichols et al.,, 2005; Nicolaus et al., 2010).

Las inusuales vias metabdlicas utilizadas por algunos extremofilos
suscitaron el interés por estos como productores de EPSs con
caracteristicas novedosas e inusuales. Asi, algunos biofilms producidos
por extremofilos son capaces de resistir altas presiones y/o temperaturas
e incluso descender el punto de congelacion del agua en las proximidades
de la comunidad. Las bacterias termofilicas también han desarrollado este

tipo de estrategias en ambientes terrestres (Lin et al.,, 2011).

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado grandes avances en el
estudio de las propiedades estructurales y tecnologicas de los EPSs
producidos por extremofilos, estas son tan variadas y distintas a las que
normalmente se encuentran en los polimeros tradicionales, que es
necesario trabajar mucho mas. No obstante, los conocimientos
acumulados son suficientes como para poder afirmar que tanto los
microorganismos extremofilos, como los EPSs producidos por estos,
tienen importantes aplicaciones biotecnoldgicas en procesos como la
fermentacion rapida (termoéfilos) o la formaciéon de emulsiones estables

realizada por los psicrofilos (m.o que viven por debajo de los 52C).
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A diferencia de lo que sucede con los meséfilos (patégenos en su mayoria),
los microorganismos extremofilos proporcionan productos no patogénicos
adecuados para la industria alimentaria, farmaceutica y cosmética, tales
como, emulsionantes, estabilizantes, gelificantes, coagulantes,
anticoagulantes, espesantes, etc. Por tanto, el valor comercial de los EPSs
sintetizados por microorganismos que viven en ambientes extremos es

incalculable (Nicolaus et al., 2010).

Como ya se ha comentado, la produccién y las aplicaciones de los
diferentes EPSs han sido objeto de intensas investigaciones en las ultimas
décadas. Algunos EPS (homo y heteropolisacaridos, neutros y
polianionicos) ya estan disponibles a nivel comercialmente y otros se

encuentran en fase de desarrollo.

Dado que se trata de macromoléculas bioldgicas estructuralmente muy
heterogéneas, sus propiedades fisico-quimicas son muy amplias y por
tanto cuentan con un gran potencial de aplicaciéon en sectores como el
farmacéutico y la medicina. Asi, se han venido aplicando en oftalmologia,
biomedicina, cirugia ortopédica, ingenieria de tejidos, implantacion de
diversos dispositivos médicos, 6rganos artificiales, protesis, odontologia,
reparacion de huesos, liberacion de farmacos, sensores para el
diagnostico, sintesis de nanoparticulas y desarrollo de infinidad de

farmacos (revisado por (Shih, 2010)).

En 1980, la Farmacopea americana USPXX incluyé los EPS oficialmente en
el campo farmacéutico (USP, 2006). Desde entonces se han venido
utilizando habitualmente como elementos auxiliares en la formulacidn, y

como materiales para el envasado y las envueltas.
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Uno de los primeros EPSs que demostro tener aplicaciones biomédicas fue
el producido por las cepas de Staphylococcus epidermidis y S.
Lugdunensis cuyo glucocalix inhibia la proliferacion de linfocitos
activando la produccién monocitica de prostaglandinas (PGE2) (Stout et

al, 1992).

Otros ejemplos se pueden encontrar en el reino Fungi. Los EPSs
producidos por la especie Phellinus linteus son capaces de sensibilizar a
la apoptosis inducida por doxorubicina en lineas de cancer de prostata,
inhibir el crecimiento e inducir procesos apoptogénicos en lineas de
cancer de pulmdn y ejercer efectos antitumorales en células de cancer de
mama (Collins et al., 2006; Guo et al., 2007; Sliva et al., 2008; Zhu et al,,
2007). Otros EPSs producidos por hongos estan implicados en la
liberacion de TNFa, tienen actividad insulinotrépica (estimulando la
produccion de insulina y protegiendo a las células productoras de agentes
diabetogénicos), anticlastogénica, antioxidante e inmunomoduladora,
entre otras muchas (Hwang et al., 2008; Lung and Huang, 2011; Miranda
et al., 2008; Radic and Injac, 2009; Rodrigues et al., 2011).

Las algas marinas son otra fuente importante de EPSs con potenciales
aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, el EPS sulfatado Porphyran,
producido por el género de rodoficeas Phorphyra, induce apoptosis en
células tumorales gastricas mediante la inhibicibn de la via de

supervivencia PI3K/AKT (Kwon and Nam, 2007).

Como se avanzo en el apartado anterior las inusuales caracteristicas de los
EPSs producidos por los microorganismos extremofilos han acrecentado el

interés por este tipo de expolimeros.
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- Alteromonas infernus, un meso6filo heterotrofico que vive a grandes
profundidades en la proximidades de fuentes hidrotermales localizadas al
sur de la cuenca de Guayas (sur de California), produce EPSs de bajo peso
molecular que, tras ser modificados y sulfatados en el laboratorio,
permiten sintetizar un mimético de la heparina con bajo poder
anticoagulante. Ademas, a partir de esta misma especie se han aislado
EPSs que tras ser sulfatados artifiaclmente muestran gran actividad
angiogénica. Estos EPSs podrian utilizarse para acelerar la cicatrizacion
de heridas vasculares, asi como, en la regeneracion del tejido vascular tras
procesos de isquemia, solos o junto con VEGF, dado que su leve actividad
anticoagulante reduce el riesgo hemorragico (Matou et al.,, 2005; Raguenes
et al, 1997; S. et al, 2001). Estos EPSs también inhiben Ia
osteoclastogénesis, acelerando la diferenciacion osteoblastica y ejerciendo
una fuerte inhibicién del proceso de formaciéon de nédulos mineralizados

regulando, asi, la reasorcion 6sea (Velasco et al., 2011).

- Bacillus licheniformis es un microorganismo termotolerante, aislado en
las fuentes termales marinas localizadas en la isla de Vulcano (Italia), que
produce dos tipos de exopolisacaridos EPS-1 y EPS-2. Ambos presentan
actividades antivirales e inmunoduladoras, bloquean la replicacion del
virus HSV-2 aumentando la producciéon de citoquinas inflamatorias,
especialmente IL-2, IFN-y TNF-a e IL-8. Este perfil de citoquinas dirige la
diferenciacion de los linfocitos T colaboradores dirigiendo respuestas de
tipo Th1 que bloquean la replicacién viral (Arena et al., 2009; Arena et al,,

2006).

- Otro ejemplo de exopolisacarido con actividad inmunomoduladora lo
podemos encontrar entre aquellos excretados por la bacteria termofilica
Thermus aquaticus YT-1. TA-1 ejerce su efecto inmunomodulador a
través de la activacion del receptor TLR-2 (Toll-like receptor 2), presente
en la membrana plasmatica de macréfagos, activando la respuesta

inmunitaria innata.
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Dirige la produccién de citoquinas, especialmente, TNF-a e IL-6 y 6xido
nitrico (NO), facilitando la destruccion de las bacterias mediante el
conocido golpe oxidativo, y ademas favorece la presentacion antigénica
realizada por los macrofagos a los linfocitos T (R.I. adaptativa). Dado que
actua como un agonista del TLR-2 se ha sugerido que el EPS TA-1 podria

utilizarse como adyuvante (Lin et al,, 2011).

1.6.1. Actividades biologicas de los EPSs sulfatados.

La mayoria de los EPS que muestran actividades biolégicas comparten la
presencia de grupos sulfatos en su composicion. De hecho, parece que la
presencia de los mismos realiza una gran contribucion al potencial
bioldgico de los EPSs (Wu and Chen, 2006). Por ejemplo, en el caso de los
producidos por Alteromonas infernus (EPS-1/2), sus formas nativas
carecian de ese caracter anticogaluante y actividad angiogénica, por lo que
debian ser sulfatados artificialmente en el laboratorio (S. et al., 2001).
Existen otros EPSs sulfatados con multiples y potenciales aplicaciones en
clinica que hacen posible el desarrollo de nuevas drogas,

inmunosupresoras o inmunomoestimuladoras, a partir de los mismos.

Ademas de todos estos efectos, los polisacaridos sulfatados tienen
actividad antitumoral, inhibiendo los procesos de metastasis y
proliferacion de células tumorales, a través de su union a factores de
crecimeinto y a moléculas de adhesion. Algunos de ellos pueden, ademas,
inducir apoptosis y diferenciacion de las células tumorales a través de
mecanismos que actualmente no estan bien caracterizados (Tao et al,
2006; Wu and Chen, 2006). Este tipo de EPSs pueden ser utilizados en la
terapia contra el cancer y algunas enfermedades autoinmunes, en la
prevencidn de rechazos de érganos trasplantados, asi como adyuvantes en

el desarrollo de vacunas.
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1.6.2. EPSs sulfatados producidos por microorganismos

haléfilos.

Los microorganismos haléfilos son un tipo de microorganismos adaptados
a ecosistemas salinos o hipersalinos, donde la radiacion solar es elevada,
los valores de pH son alcalinos, existen aceptores de electrones distintos al
oxigeno y las temperaturas son altas. En este tipo de ambientes, los
microorganismos excretan exopolisacaridos que les protegen de las

condiciones adversas en las que han de desarrollarse.

Una de las principales caracteristicas de los EPSs producidos por bacterias
haléfilas es su alto contenido en grupos sulfato. La sulfatacion permite
diferenciar a estos EPS de los producidos por los restantes procariotas,
dado que, a excepcion de los sintetizados por algas y arqueas como
Haloferax mediterranei 'y Haloarcula japdnica, pocas bacterias
identificadas son capaces de sintetizarlos (Anton et al., 1988; Nicolaus et
al,, 2004; Parolis et al., 1996).

Teniendo en cuenta las importantes y distintas propiedades bioldgicas de
los EPS sulfatados el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Granda, liderado por las doctoras Quesada
y Bejar, ha descrito hasta 11 especies de bacetrias haléfilas, productoras
de exopolisacaridos sulfatados, pertenecientes a la familia
Halomonadaceae, 3 especies de la familia Alteromonadaceae, algunas
especies pertenecientes a los géneros Salipiger y Palleronia y la
cianobacteria halofilica Aphanotece halophytica (revisado por (Molina et

al, 2012)).
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Tal y como se menciond en el apartado anterior, se han identificado, has el
momento, 11 especies productoras de EPSs sulfatados de la familia
Halomonadaceae. La Doctora Quesada y cols han conseguido aislar y
caracterizar diferentes EPSs sulfatados producidos por 8 especies de
bacterias halofilas pertenecientes al género Halomonas (revisado por
(Molina et al., 2012)). Los EPSs producidos por estas bacterias presentan
composiciones quimicas y propiedades funcionales muy distintas a las de
los EPSs ya comercializados y utilizados por la industria, siendo su
contenido en grupos sulfatos de especial interés (Llamas et al., 2011).
Debido a esta circunstancia nuestro grupo, liderado por el Doctor Ignacio
Molina, analiz6 la actividad antitumoral de un panel de EPSs aislados a
partir de un nuevo grupo de bacterias halofilas pertenecientes al género
Halomonas, encontrando que los EPSs excretados por 2 nuevas cepas de la
especie Halomonas stenophila (N12T y B100) ejercen una potente
inhibicién del crecimiento en algunas lineas tumorales (Ruiz-Ruiz et al,,

2011).

Estas dos nuevas cepas, N12T y B-100, fueron aisladas de los humedales
salinos de El Sabinar y San Pedro del Pinatar (Murcia). Los
exopolisacaridos producidos por ellas, fueron sometidos a un proceso de
sulfatacion quimica posterior a su sintesis, lo que aumentaba
considerablemente su efecto anti-proliferativo. Sin embargo, mientras que
el EPS N12 simplemente inhibe la proliferacion celular induciendo una
detencion del ciclo celular, la forma sulfatada del exopolisacarido B100S
induce una importante apoptosis especifica de células T. Dado que ni las
formas nativas de ambos polimeros, y tampoco la forma sulfatada del EPS
N12 demuestran tener este efecto citotdxico, se puede afirmar que el
proceso de sulfatacion del EPS B100S es critico, ya que transforma a este
exopolisacarido en un compuesto bioquimicamente activo (Ruiz-Ruiz et

al, 2011).
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Composicion quimica (%p/p)

CH* Prot Uro Acet Pir Hex Cenizas  Sulfatos  Fosfatos

32,2 16,25 4,1 0,25 2,7 2,4 16,5 7,9 0,25
*Monosacaridos (%p/p)

Glu Man Gal Ram Fuc Ara Sil AGal AGlc

44,5 15 40,5 ND ND ND ND ND 0ND

Tabla 1. Composicion quimica del EPS B100. Abreviaturas: CH (Hidratos de Carbono);
Prot (proteinas); Uro (Acidos urénicos); Acet (Grupos Acetilo); Pir (Acido piravico); Hex
(Hexosaminas); Glu (Glucosa); Man (Manosa); Gal (Galactosa); Ram (Ramnosa); Fuc
(Fucosa); Ara (Arabinosa); Sil (Silosa); AGal (Acido Galacturénico); AGlc (Acido
Glucuroénico) (Mata et al, datos no publicados).

B100 es un exopolisacarido liofilizado altamente viscoso con un peso
molecular de 3,75 x 105 Da (tabla 1). El proceso de sulfatacién quimica
aumenta la viscosidad de este, que también se eleva en presencia de sales
como el Na(l, dificultando su disolucién en soluciones acuosas en las que
adopta una estructura ordenada en forma de doble hélice muy similar a la
de EPSs como el Xantano o el Maurano que, al igual que B100, presentan
per se grupos sulfatos en su composicion (Figura 3) (Mata et al, datos no
publicados) No obstante, la viscosidad detectada es termorreversible y no
se ve afectada por procesos de congelacién-descongelacion (Ruiz-Ruiz et
al, 2011). De la misma forma, la actividad anti-tumoral del
exopolisacarido B100S (sulfatado) tampoco se ve afectada por su

congelacidon-descongelacion repetida (Ruiz-Ruiz et al., 2011).
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Nuestro grupo analiz6 el efecto citotoxico de este EPS sulfatado en un
amplio panel de células primarias y tumorales, observando que solo
inducia apoptosis en lineas leucémicas T. El EPS, por tanto, no tenia
ningun efecto en células tumorales pertenecientes a otros linajes
hematopoyéticos y no hematopoyéticos (como por ejemplo lineas de
cancer de mama MCF-7 o SkBr3), y tampoco inducia toxicidad en linfocitos
T aislados de los PBMCs de donantes sanos (incluso cuando estos eran

tratados durante 10 dias con dosis elevadas) (Ruiz-Ruiz et al., 2011)

A B C
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Figura 3. A y B, Microscopia electrénica de transmision de Halomonas stenophila cepa
B-100 en medio MY liquido al 7,5% (p/v) de sales, tras su incubacién durante 18-24 (A) y
120 horas (B). Las flechas se encuentran sefialando la disposicién del exopolisacarido.
Barra: 1 um. . C) Microscopia electréonica de una solucién acuosa, al 1% (p/v), del EPS
B100 producido por Halomonas stenophila. Barra: 1 um (Mata el al, datos no publicados).
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El término apoptosis o muerte celular programada (programmed cell
death, PCD) fue acufiado en 1972 por el australiano Kerr y sus
colaboradores Wyllie y Currie quienes lo describieron como un fenémeno
bioldgico, con amplias implicaciones en el desarrollo de los tejidos,
caracterizado por la fragmentacién del ADN gendémico (Kerr et al., 1972).
La apoptosis es un tipo de muerte fisiolégica en la que se producen una
serie de eventos, genéticamente programados y controlados, que dirigen
la destruccion de la célula sin que se liberen al espacio extracelular
sustancias dafiinas que puedan desencadenar una reaccion inflamatoria.
Se trata de un proceso en el que la célula participa activamente y que se
caracteriza por una reducciéon del volumen celular (debido a una
deshidratacion temprana), acompanada de la condensacién, tanto del
citoplasma como de la cromatina, con ntcleos picnéticos y fragmentacion
del ADN agregado en el llamado “patrén en escalera” (en nucleosomas de
180pb o multiplos de estos). La fragmentacion del ADN es un elemento
altamente distintivo, que no se observa en ninguna otra circunstancia y
que permiti6 diferenciar células apoptéticas cuando no existian
marcadores moleculares especificos. También se produce una
fragmentacion del reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y las redes
mitocondriales con la consiguiente liberacion de proteinas al citoplasma
que termina por colapsar. La membrana plasmatica, a pesar de que no
pierde su integridad fisica y su permeabilidad, se ve aumentada tan solo
ligeramente, forma profusiones e invaginaciones que le dan a la célula un
aspecto burbujeante durante el proceso, conocido como zeiosis. Estas
irregularidades membranosas dividen a la célula en los llamados cuerpos
apoptdticos en cuyo interior se pueden encontrar restos de ADN y
organulos con morfologia normal o condensada (Fadok et al., 1992; Wyllie

et al., 1980).
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Con la finalidad de que estos cuerpos apoptdticos sean reconocidos y
eliminados tiene lugar un proceso de Flip-Flop no especifico del
fosfolipido fosfatidilserina desde la cara citosolica de la membrana
plasmatica (donde se localiza normalmente) a la cara externa de la misma.
De este modo, los cuerpos apoptéticos son reconocidos y fagocitados por
macrofagos y células adyacentes sin que se produzca activacion de la
respuesta inmunitaria (revisado por (Volinsky and Kinnunen, 2013)

(Figura 4 ).

Otras moléculas que podrian facilitar la fagocitosis de células apoptoticas
son la calreticulina (a través de CD91), lipoproteinas de bajo peso
molecular oxidadas (ox-LDL) que podrian ser reconoccidas por receptores
carrofieros como SR-A y lox1, ICAM3 (intercellular adhesion molecule-3) y
algunos receptores en los macréfagos que podrian reconocer ligandos aun
no identificados como lectinas y miembros de la familia de las integrinas.
Ademas, existen sospechas fundadas acerca de la existencia de un receptor
especifico para la fosfatidilserina (PS). Por ultimo, la exposicion de la PS
podria favorecer la opsonizacion de la célula apoptética por el
componente iC3b del complemento, favoreciendo la captacion de los
cuerpos apoptéticos mediante integrinas (receptores para el complemento

CR3/4) (revisado por (Fadeel et al.,, 2010; Taylor et al., 2008)).

Figura 4: Cambios
morofolégicos sufridos
por la célula durante la
muerte por apoptosis.

Formacién de
estructuras
burbuejenates

Contraccién : \
celular @ C 16t
Fragmentacién / uerpos apoptoticos
del ADN

Fagocitosis de los cuerpos apoptéticos
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El proceso apoptético tiene un claro e importante significado biolégico
en los organismos pluricelulares, ya que mantiene el control sobre el
numero de células en los tejidos durante el desarrollo embrionario, asi
como en algunos sistemas del organismo adulto y permite eliminar células
innecesarias 'y  potencialmente peligrosas (inmunoldgicamente

autorreactivas, infectadas o células cuyo ADN este dafiado) (Reed, 1998).

Los defectos en el desarrollo de este proceso o en la regulaciéon del mismo,
tales como una apoptosis deficiente o excesiva, van acompafiados de
numerosas patologias. Asi, un exceso de células apoptoticas contribuye
al desarrollo de enfermedades como patologias degenerativas, hepatitis
toxica y fulminante, isquemia cardiaca, pancreatitis, tiroiditis, etc.
Mientras que defectos en este proceso conducen al desarrollo de
enfermedades autoinmunes, contribuyen a las infecciones virales y son
claves en la patogénesis tumoral (revisado por (Cory et al., 2003). Los
fallos durante el proceso apotdtico contribuyen al desarrollo de
neoplasias y a la carcinogénesis de varias formas. Por un lado la vida
media de la célula ya no esta limitada por las divisiones celulares y es
mayor. Por otro lado, esta extension de la vida media posibilita la
acumulacién de mutaciones y alteraciones epigenéticas (silenciamiento
epigenético de genes supresores de tumores) que le permiten escapar de
la vigilancia y destruccién llevadas a cabo por el sistema inmunitario, asi
como del control ejercido a través de los puntos de control del ciclo
cellular. Por tanto, el desarrollo normal y la correcta regulacion del
proceso apoptdtico son fundamentales a la hora de esquivar el desarrollo
de un proceso tumoral y el entendimiennto de dicho proceso es
fundamental no solo para entender la biologia del cancer sino, también,
para el desarrollo de nuevas drogas antitumorales con las que combatirlo

(Reed, 1999).
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Las CASPASAS (Caspase, Cysteine ASPartyl-specific proteASES son una
familia de proteinas muy conservada a lo largo del proceso evolutivo que
constituyen el nudcelo central de la maquinaria apoptdtica, orquestando
(casi en exclusiva) el desmantelamiento de estructuras clave para la
supervivencia celular. Su nombre se debe a la presencia de un residuo de
Cys localizado en su sitio catalitico y a su accion, ya que cortan a sus dianas

en un residuo de Asp (Wolf and Green, 1999).

Comparten una estructura similar, presentando tres dominios: un
propéptido N-terminal de longitud variable, seguido por una subunidad
larga (p20) y una pequena (p10) en el extremo C-terminal, que han de
separarse durante la activacion (figura 5). La subunidad larga contiene el
centro activo donde se encuentra el residuo Cis formando parte de un
motivo conservado QACXG. Los residuos que conforman el sitio de union
para el sustrato se localizan en las subunidades grande y pequefia, aunque
el sitio dominante, que determina la especificidad de sustrato, esta en la
subunidad pequefa. Separando el propéptido y la subunidad grande se
encuentra un lugar de corte en Asp, mientras que, la subunidad grande
esta separada de la pequefa por uno o dos motivos de corte en Asp

(Stennicke and Salvesen, 1998).

Las caspasas se expresan constitutivamente en el citoplasma celular en
forma de zim6genos y su activacion requiere una proteolisis secuencial:
primero la subunidad grande (unida al prodominio) se separa de la
pequefia, para posteriormente, también escindirse del prodominio, gracias
a los lugares de corte en Asp que las separan. De este modo, se forma un
heterotetramero compuesto por dos subunidades largas unidas a dos
subunidades pequenas, en el que el centro activo, debido al proceso de
reorganizacion, ha adquirido su conformaciéon activa (Stennicke and

Salvesen, 1998).
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La presencia de Asp en los sitios de corte para la maduracion evidencia la
capacidad de las caspasas para autoactivarse y poder ser activadas por
otras caspasas como parte de la cascada apoptética. Atendiendo este
hecho se puede decir que existen dos tipos de caspasas: caspasas
iniciadoras y caspasas efectoras.

Las caspasas iniciadoras (caspasas -2, 8, 9 y 10): estan presentes en
forma de monomeros inactivos en células sanas y son las primeras en
activarse tras un estimulo apoptético. Se caracterizan por presentar
prodominos largos que pueden ser de dos tipos: dominios efectores de
muerte (DED) y dominios de reclutamiento y activaciéon de caspasas
(CARD) (figura5). Ambos estan estructuralmente relacionados y facilitan

la interaccién con proteinas adaptadoras que presenten los mismos

motivos.
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La activacion de las caspasas apicales tiene lugar en plataformas o
complejos de activaciéon que estaran formados por ellas mismas y por
proteinas adaptadoras que interaccionaran con los dominios DED o CARD
de estas. De este modo se producen cambios conformacionales que
provocan la oligomerizacién de las caspasas que, constituye la primera

sefial para la autoproteolisis (Boatright et al., 2003).

Las caspasas efectoras (caspasa -3, 6 y 7): son activadas/procesadas por
las caspasas inciadoras y se caracterizan por presentar propéptidos
cortos que carecen de dominios CARD y DED. Las caspasas efectoras
realizan la mayor parte de la proteolisis que tiene lugar durante la fase de
demoilicion apoptoética y, por tanto, son las responsables de la mayoria de
los cambios asociados al proceso apoptotico ya que degradan proteinas
esenciales para la supervivencia cellular (figuras 5 y 7)(Taylor et al,

2008).

Existen dos vias principales a través de las que se puede inducir apoptosis:
1) la via extrinseca, también denominada via de los receptores de
muerte, dado que se pone en marcha tras la unién de dichos receptores a
sus ligandos correspondientes, y 2) la via mitocondrial, también conocida
como via intrinseca, ya que se inicia principalmente en respuesta a
estimulos internos tales como, dafios genotoxicos irreparables, hipoxia,
concentraciones extremadamente altas de calcio citosodlico, stress
oxidativo severo, estrés en el reticulo endopldsmico, activacién de

oncogenes, infeccidn viral, etc.
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2.3.1. Via extrinseca o de los receptores de muerte.

Los receptores de muerte (TNFRI, Fas/CD95, TRAIL-R1, TRAIL-R2
,etc) son una serie de proteinas transmembrana que presentan homologia
estructural con los receptores TNFa de tipo . Se caracterizan por tener, en
el dominio C terminal de su porcion intracitoplasmatica, una secuencia de
80 kDa conocida como dominio de muerte (DD), capaz de activar la

magquinaria apoptética de la célula (Tartaglia et al., 1993) (Figura 6).

Los ligandos de muerte son proteinas transmembrana de tipo II también
pertenecientes a la superfamilia del TNF. A pesar de que existen mas de 19
ligandos, los m’as destacados son: TNF (tumor necrosis factor),
FasL/CD95L, TRAIL/APO2L (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand).
Los ligandos se unen a sus receptores a través del dominio de homologia a
TNF (THD, TNF homology domain) que se asocia a los dominios
extracelulares CRDs de los receptores provocando su trimerizacion y el
reclutamiento de proteinas adaptadoras, como FADD (Banner et al,,
1993) (revisado por (Bodmer et al.,, 2002)). Estas proteinas cuentan con
dominios DD homologos a los del receptor y, a través de dominios DED,
van a reclutar a las caspasas iniciadoras -8 y/6 -10, formandose un
complejo denominado Death induction signal complex, DISC donde se
activaran dichas caspasas (figura 6). (Boldin et al., 1996; Muzio et al,

1996) (revisado por (Aggarwal, 2003; Bodmer et al., 2002; Croft, 2009)).

Existe, también un segundo tipo de receptores, conocidos como
receptores “sefiuelo” (Decoy receptors) que carecen de dominios de
sefializacidn intracellular y que, por tanto, no pueden transmitir la sefial
apoptdtica. Dichos receptores compiten por los ligandos de muerte
modulando, asi, la via extrinseca (Figura 8). Algunos de ellos se producen
mediante splicing alternativo del ARNm del receptor activo, mientras que

otros son el producto de genes distintos (Gruss and Dower, 1995).
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Figura 6. Via extrinseca o
de los receptores de
muerte: Tras la unién de
FASL, APO2L/TRAIL o TNF
a los receptores de muerte
FAS, DR4, DR5, DR3 o
TNFR1 se forma el complejo
inductor de muerte (DISC)
en el que van a participar: la
proteina adaptadora FADD
y, en el caso del TNFR1 un
RIP  TRAF2
1 segundo adaptador

m "!K M (TRADD), que a través de

sus DD van reclutar y
NFxB AP activar a las caspasas -8 y -
Pro-caspase-8 1 10, desencadenando el

Pro-caspase-10 na )
Caspase-8 proceso apOp‘EOtlco. 0s
e il receptores sefiuelo/decoy

(DcR) compiten, por el
ligando, con aquellos que si
m pueden transducir la sefial
inhibiendo su funcién y el

proceso apoptético. Dominios de muerte (rojo), dominios efectores de muerte (azul),
dominios de las caspasas (verde) y receptores sefiuelo (naranja) (Ashkenazi, 2002).

2.3.2. Via intrinseca o via mitoconrial.

Se denomina asi dada la importancia que adquiere la mitocondria en el
desarrollo del proceso apoptdtico. Se trata, probablemente de la ruta
apoptdtica mas comun tanto a nivel fisiolégico como patoldgico (revisado

por (Hotchkiss et al.,, 2009)).

Se dispara en respuesta a dafios en el ADN (agentes genotodxicos, radiacion
ionizante y UV, etc) y estrés celular interno (estrés oxidativo, hipoxia,
retirada de factores de crecimiento, etc) Las vias de sefializacion activadas
por este tipo de estimulos causan una permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa (MOMP, mitochondrial outer membrane
permeabilization), un punto de no retorno que conduce a la célula hacia
una apoptosis inminente que, en este caso, va a ir acompafiada de una
caida del potencial de membrana mitocondrial (A¥m), y que va a ser

orquestada mediante tres mecanismos:
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1) liberacion de proteinas mitocondriales activadoras de caspasas, 2)
liberaciéon de moléculas involucradas en la muerte celular programada
independiente de caspasas, como AIF, y 3) pérdida de funciones
mitocondriales esenciales para la supervivencia celular (Green and

Kroemer, 2004).

La activacion de la caspasa -9 se produce en el apoptosoma, una estructura
formada tras la activacién de la via intrinseca de apoptosis. La activacion
de esta via conduce a la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial, que se une
al adaptador APAF-1. APAF-1 recluta a la caspasa 9 a través de los
dominios CARD, que comparten ambos, formandose el apoptosoma donde,

en presencia de ATP, se activara dicha caspasa (Zou et al,, 1999).

Actualmente, se contemplan dos mecanismos generales para explicar la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MEM). El
primero involucra tanto a esta como a la membrana mitochondrial interna
(MMI), mientras que el segundo, solo implica a la MME. La puesta en
marcha de uno u otro dependera del contexto, del estimulo y/o del tipo

celular (Hotchkiss et al., 2009).

2.3.2.1. Formaciéon de poros en la MME a cargo de

miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2.

La familia de proteinas Bcl-2 controla la apoptosis, via mitocondria, a
través de un intrincado y fuertemente regulado sistema de interacciones
entre sus miembros Esta familia de proteinas incluye miembros con
actividad anti-apoptética y pro-apoptdtica que bloquean o promueven,
respectivamente, la permeabilizacion de la MME (MOMP) (revisado por
(Moldoveanu et al, 2014)). En base a su actividad apoptotica y sus
dominios de homologia conservados (Bcl-2 Homology, BH), se pueden
clasificar en tres grupos: Anti-apoptdticos, efectores (pro-apoptoticos)
y activadores directos (BH3-Only) (Figura 7) (Renault and Chipuk,
2014).
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Clase I, miembros anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, A1/Bfl-1, y Mcl-

1): todas las proteinas pertenecientes a esta clase van a utilizar sus
dominios de homologia a Bcl2, BH1-BH4, para interaccionar con proteinas
unidas a la cara citosolica de las membranas celulares. Los dominios BH1-
BH3 forman un surco hidrofébico, constituido por cinco a-hélices
anfipaticas rodeando dos a-hélices hidrofobicas centrales, en el que el
extremo C-terminal de la hélice a8 actua de caperuza (Figura 7). Este
bolsillo es conocido como “surco BC”, debido a que puede unir la a-hélice
del dominio BH3 de proteinas pro-apoptoticas de la misma familia

(revisado por (Moldoveanu et al., 2014).

Clase 11, efectores pro-apoptéticos: Dentro de este grupo se encuentran,

por un lado, Bax y Bak expresados en la mayoria de los tejidos, y por otro,
Bok/Mtd cuya expresion se encuentra restringida, casi por completo, al
tejido reproductivo. Se trata de proteinas multidominio capaces de formar
oligbmeros, en respuesta a diversos estimulos apoptoticos, que perturban
la estructura lipidica normal de la MME desestabilizandola. De esta forma
constituyen largos poros lipidicos responsables de la MOMP y, por
tanto, de la liberacion de factores pro-apoptoticos. Por ello son también
conocidos como efectores, y en ausencia de ambos la célula es incapaz de
disparar procesos apoptdticos frente a diversos estimulos (figura 7) (Wei

etal, 2001).

Clase IlI, activadores directos (BH3-Only), dentro de este grupo se

encuentran proteinas que tan solo contienen un dominio de homologia
Bcl2, tales como: Bad, Bim/Bod, Bid, Bmf, Bik/Nbk, Noxa, Puma/Bbc3, BIk,
Hrk/DP5, Nip3 y BNip3. A través de su dominio BH3, estas proteinas
interaccionan, por un lado, directamente con proteinas pro-apoptdticas
multidominio, como Bax y Bak, estimulando su actividad, y por otro, con
los miembros anti-apoptéticos inhibiendo su function. Por ello, se les

conoce como sensibilizadores/activadores.
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Algunos de ellos, como Bid, Puma y Bim, comparten caracterisitcas
estructurales comunes tanto con los miembros anti-apoptéticos como con
los efectores pro-apoptoticos de esta familia lo que les permite
interaccionar con ambos (figura 7) (revisado por (Moldoveanu et al,

2014)).

Existen diferentes modelos para explicar como las proteinas BH3-Only
llevan a cabo la activacién de los efectores Bax y Bak: 1) Modelo activador,
segun el cual las proteinas BH3-Only transmitirian el estimulo apoptético
uniéndose directamente a Bax y Bak provocando un cambio estructural y
su activacion; y 2) Modelo depressor, en el que los miembros BH3-Only
interaccionarian con los miembros anti-apoptoticos como Bcl-2 o Bcl-xL
permitiendo que estos liberen a Bax y Bak. (revisado por (Lomonosova

and Chinnadurai, 2008)).

Aunque los detalles iniciales de la activacion de los efectores pueden
diferir, Bak y Bax posteriormente presentan un mecanismo de activacion
comun que requiere la formacion de un dimero simétrico esencial para la
oligomerizacion y la formacion del multimero que desestabilizaria la MME
formando poros lipidicos en la misma que provocarian la MOMP (Dewson

and Kluck, 2009; Dewson et al., 2009).
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Figura 7. Estructura, funcion e interacciones de las proteinas de la familia Bcl-2: A)
Representacién esquematica de los miembros de esta familia, donde se detalla el corazén
Bcl2 formado por los cuatro dominios de homologia (BH) y de union a la membrana
mitocondrial (TM, hélice a9). Los dibujos situados a la izquierda hacen referencia a la
estructura globlular (redondos) o intrinsecamente desordenada de estos miembros. La
posicién aproximada de las hélices también esta marcada y las que forman parte del
bolsillo hidr6fobo BC se ven en rojo en la parte inferior. B) Representacidon esquematica
de las interacciones establecidas entre los distintos miembros de la familia Bcl-2
coloreados igual que en la figura A. C) Estructura del corazén Bcl-2 del miembro anti-
apoptotico Bcl-4L. D) Representacién de la pareja formada por Bcl-4L y Bad, destacando la
union del dominio BH3 de la segunda al surco BC de la primera. También se muestran las
cadenas laterales de Leu y Asp, conservadas en el dominio BH3 de Bad, llevando a cabo
las interacciones hidrofébicas y electrostaticas (respectivamente) con los sitios
complementarios en el corazdén Bcl-2 de Bcl-L (extraido de (Moldoveanu et al.,, 2014).

2.3.2.2. Poro mitocondrial de permeabilidad transitoria
(MPTPC)

El segundo mecanismo implicado en la permeabilizacién de la MME se
basa en la formacidon de un poro, un canal inespecifico, en la membrana
mitocondrial que supone un punto de encuentro entre las membranas

mintocondriales interna y externa.
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Dicho canal, denominado poro mitocondrial de permeabilidad transitoria
(MPTPC, mitochondrial permeability transition pore complex), al ser
permeable a solutos que no superen 1,5kDa, permite la salida de protones
y, por tanto, rompe el desequilibrio natural de H* establecido a lo largo de
la MM]I, inhibiendo, asi, la sintesis de ATP, provocando la caida del
potencial de membrana mitochondrial (MMP) y la liberacion de citocromo
c a través de este poro. Al mismo tiempo, permite una entrada masiva de
agua a la matriz mitocondrial que provoca la ruptura de la MME con la
consiguiente liberacion del contenido mitocondrial en el citoplasma,
incluyendo factores proapoptoéticos que desencadenaran la activacion de
la caspasa inciadora -9 (Rasola and Bernardi, 2007; Szabo and Zoratti,
1993).

La apertura del MPTPC esta regulada positivamente por aumentos en el
flujo de Caz* y produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), y
negativamente por los nucle6tidos de adenina y el aumento de grupos

fosfato (Pi). Ademas, es sensible a las variaciones de pH.

La composicién del MPTPC, asi como su naturaleza permanente o
transitoria son aun cuestiones controvertidas. El modelo hipotético
clasico, que ya se ha avanzado, establece que sus componentes principales
son: el canal aniénico mitocondrial dependiente de voltaje (VDAC) como
componente de la MME, el transportador de nucleétidos de adenina (ANT)
como componente de la MMI y la ciclofilina D (Cyp-D) como componente
de la matriz. Sin embargo, estudios geneticos recientes revelan que VDAC
no forma parte del mismo y ANT cumple una funcién reguladora (Figura
8) (Baines, 2009; Forte and Bernardi, 2005; Szabo et al., 1993; Szabo and
Zoratti, 1993). Seguin el modelo propuesto por Giorgio y cols, en un estado
fisiologico el MPTPC estaria abierto y la CyPD enmascararia un lugar
critico para la uniéon de grupos de fosfato (Pi) y para el estado de
apertura/cierre del poro. La adicion de ciclosporina A, el mayor
desensibilizador del MPTPC y el mejor descrito, desplazaria a la CyPD

desenmascarando el sitio de union para el Pi.
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Si la concentraciéon de fosfatos es lo suficientemente elevada estos se
uniran al sitio regulador y el MPTPC se cerrara, en una reaccién facilmente

reversible si la concentracion de Pi disminuye (Giorgio et al., 2010).

Probabilidad de apertura Figura 8. Regulacion del estado del

Baja Alta MPTPC. Se esquematiza el MPTPC, con

Pi (I

la  ciclofiina D como unico
componente del poro, y la regulacién
que la ciclosporina ejerce sobre la
apertura del mismo (adaptado de

(Giorgio et al., 2010)).

Modelos propuestos para explicar la permeabilizacion de la MME

Las discrepancias acerca de la composicidon y regulacion del MPTPC han
llevado a proponer diferentes modelos que respodiesen a las debilidades
del clasico planteado por Szabo y Zoratti (Suh et al, 2013; Szabo et al,,
1993). En el modelo incial VDAC es un componente del MPTPC que
permite la liberacion de citomcromo c a través de la hinchazén
mitocondrial. En el segundo modelo, VDAC se perfila como un canal
independiente, que se forma por homo-oligomerizacién o mediante
hetero-oligomerizacion con Bax y Bak. En este caso VDAC tendria una
funcion pro-apoptoética ya que despolarizaria la membrana mitocondrial
mediante la pérdida de H*, permitiendo la liberaciéon de citocromo c
mediante los canales que forma con Bax y Bak, sin que se llegue a
producirse hinchazén y rotura mitocondriales. Sin embargo, dado que
existen algunos sistemas en los que la liberacién de citocromo c precede a
la pérdida del AWm o incluso este no llega a caer hasta las etapas finales
del proceso apoptdtico, y teniendo en cuenta que las células VDAC-/-
presentan mayor sensibilidad a determinados estimulos apoptoticos
McCommins y cols proponen un tercer modelo donde VDAC desempefiaria
un papel anti-apoptético (McCommis and Baines, 2012; Shimizu et al,,

2000; Szabo and Zoratti, 1993).
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Actualmente el modelo desarrollado por McCommis y Baines, aunque

incompleto, es el que mejor se ajusta al paradigma del MPTPC (Figura 9).

Figura 9. Modelos sobre

Q Eﬁ, 1Bid la estructura y
2N I Eﬂ‘ﬂ funcinamiento del poro
mitocondrial de
:}!lu permeabilidad

Y

--------------- transitoria o MPTPC: 1)
Modelo propuesto por
Szabo y Zoratti y cols en el
que VDAC, ANT y la
ciclofilina D se consideran
componentes esenciales
del MPTPC. 2) Modelo

Model 1

M 5, Propuesto Shimizu donde
OFSCI'XL 4 VDAC es independiente
Modets ATRe D ATP/ADF del MPTPC y colabora con

Bax y Bak; 3) modelos
propuesto por McCommis
y Baines, en el que VDAC
no forma parte del MPTPC
y protégé de la liberacién de citocromo en condiciones fisiolégicas. Fisioldgicamente la
conductividad de VDAC es baja, permitiendo un intercambio de ATP/ADP, a través de la
MME, que permite mantener el AWm y el funcionamiento normal dela ETC. Asi, la la
hexokinasa citosolica HKII compite con Bcl-X;, por unirse al VDAC. Tras el estimulo
apoptotico Bcl-X;, desplaza a HKII y ocupa su lugar liberando al efector pro-apoptético
Bax. Bax, ademas de abrir poros en la MME, desplazaria a Bcl-Xi.de su unién con VDAC y
éste se cerrarfa con la colaboracién de Bidt. Los metabolitos se acumularian en el IMS
impidiendo la respiracién normal, provocando una sbida del A¥m y su posterior caida y
liberando citocromo ¢ (McCommis and Baines, 2012). Sin embargo, este modelo sigue sin
explicar como se produce la permeabilizacién de la MME y una liberacién especifica de
citocromo c y no de otros factores pro-apoptdticos. (Extraido de(McCommis and Baines,
2012).

2.3.2.3. Progresion del proceso apoptotico tras la permeabilizacion
de la MME.

Independientemente del mecanismo que utilice la maquinaria celular para
permeabilizar la MME, tras este evento se van a liberar al citosol proteinas
del espacio intermembranoso que actuaran como factores pro-apoptoticos
desencadenando el desmantelamiento celular. Ademadas, como
consecuencia de la caida del potencial de membrana mitocondrial se
producira un desequilibrio importante en la cadena de transporte
electréonico que conducira a un deficit de ATP y en ultimo término a la

muerte celular.
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En primer lugar se produce una liberacion de factores pro-apoptoticos:
tales como: AIF, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, endonuclease G y citocromo c,
que provocaran la activacion de caspasas y nuclesas, ademas, de
neutralizar la accion de determinados inhibidores de la apoptosis.
Ademas, la permeabilizacién de la MME conduce a un desacoplamineto
de la cadena de transporte electronico (ETC, electric transport
chance) que, a su vez, desenboca una caida de la fosforilacién oxidativa y
por tanto a un descenso en la produccion de ATP.

Las mitocondrias son organulos especializados en la conversion de energia
oxidativa en energia quimica. La fuerza protomotriz, generada por la
cesion de electrones entre los complejos de la ETC sera utilizada,
finalmente, por la ATP sintetasa (complejo V) para sintetizar ATP en un
proceso conocido como fosforilacion oxidativa (Mitchell, 1966, 1972). La
permeabilizacion de la MME (evento temprano y crucial en la via
intrinseca) esta asociada a la pérdida del potencial de membrana
mitcondrial (A®Ym) y, dado que este es un componente de la fuerza
protomotriz, al descenso de la fosforilacion oxidativa. Por tanto, la MOMP
provoca el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la oxidacién
de sustratos, que es una de las principales caracteristicas del proceso
apoptotico. La pérdida total del AWm tiene lugar en las fases finales de la
apoptosis, dado que este proceso requiere energia, aquellas células
apoptéticas que sufren una dramatica disminucion de sus niveles de ATP
terminan muriendo por necrosis (Bossy-Wetzel et al.,, 1998; Eguchi et al,,
1997).

Dependiendo del tipo celular y del estimulo apoptético la pérdida del AWm
puede ser necesaria para la evolucion de la apoptosis o simplemente
puede producirse como consecuencia de la misma por lo que algunos
autores piensan que tan solo amplifica el proceso apoptogénico (revisado

por (Ly etal.,, 2003)).
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Participacion de las caspasas en la caida del AWm: el papel que juegan

las caspasas en el desacoplamiento de la ETC también es controvertido.
El modelo que mejor explica estas discrepancias establece que la pérdida
de potencial (AWm) tiene lugar en dos pasos: una despolarizacion
parcial temprana e independiente de caspasas y una despolarizacion
tardia que dependeria de estas (Marzo et al., 2001). Este modelo viene
avalado por multiples trabajos (Larochette et al., 1999; Pardo et al,, 2001;
Ricci et al., 2004).

Caida del AWm y liberacion de citocromo c la disociacion del citocromo ¢

de la cardiolipina impide que el complejo III (citocromob-c1/citocromo c
oxidasa) de la ETC pueda aceptar electrones contribuyendo a la
despolarizacion de la membrana mitocondrial y la apoptosis via
intrinseca (Garcia-Ruiz et al., 1997; Green and Reed, 1998; Scaife, 1966;
Sun et al,, 2010). Muchas evidencias indican que la liberacion de citocromo
¢, y no la caida del A®m, es el paso clave que compromete a la célula a
morir por apoptosis (revisado por (Huttemann et al,, 2011)). Dado que el
proceso apoptotico requiere ATP, y el citocromo c es esencial para su
sintesis, aquellas células que dispongan de citocromo c en exceso seran
capaces de morir por apoptosis ya que, pese a su liberacion, dispondran de
una cantidad suficiente, unida a la ETC, como para soportar la produccion
de ATP necesaria en la fase de demolicion. Mientras que, aquellas cuya
expresion inhibidores de caspasas sea alta no podran liberar suficiente
citocromo c sin que la pérdida de ATP sea tan grave como para sucumbir

por necrosis (Green and Reed, 1998).
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3) Alteracion del potencial de oxido-reduccion celular.

Esta alteracién es una consecuencia de la permeabilizaciéon mitocondrial y

del desacoplamiento de la cadena de transorte electronico.

A pesar de que durante la respiracién normal apenas se producen ROS, las
células pueden responder al aumento de las concentraciones
enddgenas/exogenas de estos aumentando su propia produccion de ROS,
en un fendmeno conocido como RIRR (ROS-induced ROS release)
(Zorov et al,, 2000). La fase RIRR puede deberse a la apertura del MPTPC
(provocada por el aumento de ROS) (Zorov et al., 2000), o a la apertura
canal aniénico de la membrana mitocindrial interna (IMAC, Inner
Mitochondrial Membrane Anion Channel) (Aon et al, 2003; Brady et al,,
2004; Cortassa et al., 2004). Independientemente de cual sea le tipo de
canal responsable de la permeabilizacién, la apertura del mismo provoca
un aumento del potencial transmembrana que dirige la produccién de
ROS, a través del transporte reverso de electrones, en los complejos [ y Il
de la ETC.

Por otro lado, la liberacién de citocromo c al citosol provoca un aumento
de la produccion de ROS (en los complejos I y III) y la pérdida de las
funciones antioxidantes que realiza en la MMI, donde elimina electrones
desapareados que podrian formar 0%, y actua como un importante
scavenger de H;0: (Basova et al, 2007; Kushnareva et al, 2002)
Actualmente, el modelo mas aceptado para explicar la produccion de ROS,
en células sanas y estresadas, debida la liberacién de citocromo c es el
propuesto por Hiitteman y cols en 2011 (figura 10) (revisado por

(Huttemann et al., 2011).

Esta produccién de ROS, debida a todos los cambios mitocondriales ya
descritos, provoca una mayor permeabilizacion de la MME y ademas dafia
componentes celulares basicos para la supervivencia como, el ADN

nuclear y mitocondrial, las membranas celulares y numerosas proteinas.
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El papel de las ROS en el proceso apoptdtico también es controvertido, asi
como, su cinética respecto a la de los acontecimientos mitocondriales, la
necesidad de su participacion en la amplificaciéon del proceso etc.
Seguramente su relevancia dependera del sistema: tipo celular y estimulo
apoptdtico. Su papel como desencadenantes del proceso apoptotico se

revisari mas adelante.

healthy/controlled stressed Figura 10. Regulacion de
(P) . la respiracion
stress signals
el Cytc _\ @ — mitochondrial, la
plo-survnal

signals

producciéon de ROS y el

v .

maximal respiration rates del
( “stressed")

proceso apoptogénico

HWI@ Cyte mediante la fosforilacion
partial ETC inhibition

(“controlled respiration”)

e

‘ AW,, hyperpolarization

citocromo c: El

citocromo ¢ en su estado

=
~120 mV

fosforilado controla la

respiracién previniendo la

produccién de ROS,
efficient ATP

eneration ;
g — mientras que, la
g + @ desfosforilacion del mismo

cardiolipin oxidation
carﬁ,“pin and dissociation en respuesta al estrés

. celular, impide que pueda

ejercer dicho control

1 elevandose la produccién de

1 <

ROS. Normalmente, las vias

de sefalizacién celulares

apoptosome formation
mantienen el potencial de membrana AWm bajo (80 y 140mV) sin que se generen
cantidades significativas de ROS pero permitiendo la producciéon de ATP . El estrés celular
promueve una excesiva liberacién de CaZ* y la activacion de fosfatasas, y ambos a su vez
provocan la desfosforilacion de numerosas proteinas mitocondriales, incluido el
citocromo c. Los ratios de transferencia electrénica aumentarian hasta un nivel maximo
provocando, a su vez, el aumento del AWYm y la produccién de ROS que dafarian
gravemente a los componentes esenciales de la célula, contribuyendo al proceso

apoptotico. Ademas, su liberacién permite la formacién del apoptosoma, con activacién

de caspasa-9 y caspasas efectoras (extraido de (Huttemann et al., 2011)).
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La muerte celular programada esta sometida a una regulacion fuerte y
especifica que se establece a través de proteinas que inhiben Ia
sefializacidn del proceso apoptogénico, o0 mediante la activacion de rutas
de supervivencia que impiden la apoptosis espontanea o accidental. En
esta regulacion es fundamental el balance entre receptores sefiuelo,
receptores pro- y anti-apoptéticos, y los miembros de la familia Bcl-2. No
obstante, existen otros mecansimos relevantes para la regulacion del

proceso apoptogénico que se resumen a continuacion.
2A4.1. Inhibidores de caspasas: IAPs y c-Flip.

Las caspasas estan sometidas a diversos tipos de regulacion
transcripcional y postraduccional: fosforilacion, nitrosilacion, sulfatacion,
etc (Earnshaw et al, 1999), degradacién en el proteosoma (Huang et al,
2000), compartimentalizacion etc, todos ellos procesos que regulan tanto
su expresidon como su actividad. Pero ademas, la activacién de las caspasas
puede inhibirse mediante su interaccion con las proteinas inhibidoras de

la apoptosis (IAPs) y la proteina inhibidora de FLICE (c-FLIP).

Proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs): (XIAP, X-linked inhibitor
of apoptosis; c-IAP1; c-IAP2; ML-XIAP; NAIP, IAP neuronal; Bruce y

Survivina ), se trata de un grupo de proteinas estructural y funcionalmente
similares que regulan la apoptosis, citoquinesis, migracion celular y
transduccion de sefiales (Oberoi-Khanuja et al, 2013). Esta familia de
proteinas, conservada a lo largo del proceso evolutivo, fue identificada por
primera vez en baculovirus por su capacidad para impedir la activacion de
caspasas en la célula infectada (Clem et al., 1991). Las IAPs son las unicas
proteinas enddgenas capaces de regular la actividad de las caspasas

iniciadoras y efectoras (figura 11)(revisado por (Dubrez et al.,, 2013)).
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induciendo la autodegradaciéon de la propia proteina IAP y de la caspasa unida a ella.
Ademas, las proteinas c-IAP y c-IAP2 cuentan con dominios CARD, para el reclutamiento
de caspasas, que permiten regular la degradacién de las mismas mediante su interaccién
a través de estos (texto revisado por (Dubrez et al,, 2013)) ( figura extraida de (Salvesen
and Duckett, 2002)).

Las proteinas inactivadoras de la apoptosis participan en las principales
vias de induccion de apoptosis. En el via extrinseca, bloquean a las
caspasas efectoras -3 y -7, deteniendo, asi, la casacada apoptética iniciada
por la caspasa-8. En la via intrinseca actuan a tres niveles: 1) interaccionan
directamente con la caspasa-9, a través de sus dominios BIR, impidiendo
su procesamiento en el apoptosoma; 2) mediante sus dominios CARD
compiten con la caspasa-9 por su union a Apaf-1; y 3) a través de sus
dominios RING inhiben directamente a las caspasas activadas. Ademas,
llevan a cabo una regulacion no candnica de la via de NFkB (Gyrd-Hansen

etal,, 2008) (figurally 12).
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.c-FLIP (Flice Inhibitori Protein): se trata de una proteina que inhibe la

activacion de las caspasas-8 y -10 implicadas en la apoptosis mediada por
receptores de muerte. Esta proteina, que se identifico por primera vez en
y-herpesvirus y baculovirus (Thome et al, 1997), presenta diferentes
isoformas aunque solo se detectan dos a nivel proteico: FLIP largo de 55

kDa (FLIPL) y FLIP corto (FLIPs) de 26 kDa (Hu et al,, 1997) (figural2).
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adaptador de muerte RIP1
impdiendo la activaciéon de la
caspasa -8. XIAP también inhibe
a las caspasas- 3y -7 yala
caspasa-9. Xiap es inhibido por
Smac/Diablo, al mismo tiempo
Xiap junto con la survivina y
ML-IAP, inhiben a Smac/Diablo
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— - s DS caspasas-8 y -10, .complte con
— I i 1= mewes| ellas por su union al DISC
Achcpased Active caspase 3.7 (Scaffidi et al., 1999). Mientras

que, FLIP., impide que estas caspasas sean reclutadas al mismo gracias al anclaje en el
DISC de una de las dos fracciones resultantes de la proteolisis de su dominio activo,
impide que las caspasas-8 y -10 sean reclutadas al mismo (Krueger et al, 2001). Por
ultimo, se muestran los efectos de diversas ligasas de ubiquitina E3. como FBW7 y Mule
que favorecen la apoptosis ubiquitinizando a sus respectivos sustratos como Mlc-1 (sus
acciones pro-apoptéticas se denotan con flechas discontinuas). También existen
desuquitiniasas que pueden favorecer la apoptosis (CYLD) o inhibirla (USP9X) (extraido
de (Vucicetal,, 2011)).

52



24.2. MAPKs (cinasas activadas por mitogeno) 'y

regulacion de la apoptosis.

La superfamilia de las MAPK (Mitogen-activated protein kinases) esta
compuesta por un grupo de cinasas citosélicas, muy conservadas, que
transmiten seflales desde la membrana plasmatica al nucleo, a través de
una cascada de fosforilaciones promoviendo respuestas especificas.

Responden a estimulos extracelulares (factores de crecimiento, hormonas,
citocinas, etc) y a diferentes tipos de estrés como dafios en el ADN, choque
térmico, isquemia, citoquinas pro-inflamatorias, estrés oxidativo,
radiacion UV, ceramida, y cambios en la osmolaridad o en el metabolismo

(revisado por (Wada and Penninger, 2004)).

Se han idetificado cuatro familias de MAPKs en organismos pluricelulares:
1) familia ERKs (Extracellular signal-regulated kinases), 2) familia JNKs (c-
Jun N-terminal kinases), 3) p38-MAPKs, y 4) la recientemente aislada
ERK5/BMK1 (Big MAPK kinase 1) y ERK7 y ERK8 (Cargnello and Roux,
2011; Colecchia et al,, 2012; Wada and Penninger, 2004).

Las rutas de sefializacién controladas por MAPKSs tienen una especial
importancia en la regulacion de la apoptosis y del crecimiento de
células tumorales hematopoyéticas, de ahi, que se sigan realizando
estudios que permitan caracterizar los mecanismos precisos a través de
los cuales ejercen este tipo de efectos (Sui et al., 2014). El caso de las vias
controladas por JNK y p-38 es especialmente controvertido ya que,
ademas de compartir reguladores comunes que las pueden activar
simultdneamente, sus efectos finales pueden ser similares o antagoénicos,
demostrando una estrecha relacién entre ambas que se hace evidente
cuando p-38 es capaz de inhibir a JNK en contextos muy determinados

(revisado por (Sui et al., 2014)).
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Figura 13. Md6dulos de activacion de las principales cinasas activadas por mitégeno
(MAPK). (Adaptado de (Sui et al., 2014; Wada and Penninger, 2004)).

2.4.2.1. Familia JNKs

La familia JNKs esta constituida por tres miembros JNK1, JNK2 y JNK3,
aunque, mediante splicing alternativo se producen hasta 10 isoformas
distintas. Ademas, JNK 1/2 sufren un segundo procesamiento que da lugar
a las isoformas a y 3 con distintas especificidades de sustrato (Gupta et al,,
1996).

A esta familia también se la conoce con el nombre de SAPKs (stress-
activated protein kinases), ya que estan implicadas principalmente en
respuestas frente al estrés. Las JNKs son activadas por MKK4/7 (figura 13)
Los efectos provocados por la activacion de esta ruta van a depender del
tipo celular, del estado de maduracidn o diferenciacidn, el numero de pase
y el estado de ciclo celular en el que se encuentre la linea. Asi, JNK1, 2 y 3
pueden funcionar como supresoras de tumores, a través de sus efectos
pro-apoptoticos, y activar fendmenos relacionados con supervivencia,
proliferacion y tumorogénesis (revisado por (Wada and Penninger,

2004)).
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JNK y apoptosis

La cinasa JNK activa procesos apoptogénicos como respuesta frente a
diversos tipos de estimulos tales como: dafios genotéxicos provocados por
radiaciones ionizantes (UV y rayos y), hiperosmolaridad, isquemia-
reperfusion, choque térmico, perdxidos, determinadas citoquinas pro-
inflamatorias, union de FasL-Fas, ceramida, inhibidores de la sintesis
proteica y drogas quimioterapetticas, entre otros (Wada and Penninger,
2004).

JNK fosforila a c-Jun aumentando su estabilidad y su actividad
transcripcional. Este factor de transcripcion (FT) forma parte del complejo
AP1 constituido por heterodimeros de FTs pertenecientes a las familas:
Jun, Fos, Maf y ATF (figura 17). Dada la variabilidad de AP1, este puede
unirse a diferentes elementos de respuesta, dirigiendo la transcripcion de
proteinas anti- y pro-apoptétcicas (revisado por (Sui et al,
2014))(Shaulian and Karin, 2001, 2002; Whitfield et al., 2001). Teniendo
en cuenta que JNK2 fosforila y transactiva a otros FTs como p53 y c-Myeg,
parece que el papel critico de esta MAPK en el proceso apoptogénico no
tiene por qué estar mediado especificamente por AP1 (figrua 14)
(Dhanasekaran and Reddy, 2008; Fuchs et al, 1998; Johnson and
Nakamura, 2007).

Cuando se producen dafios en el ADN y en presencia de agentes
estresantes para la célula, JNK aumenta la actividad transcripcional de
p53, estabilizandola mediante la fosforilacién de diferentes residuos
segun el estimulo apoptotico y aliviando la inhibicién a la que se ve
sometida por Mdm2 (Buschmann et al.,, 2001; Cheng et al., 2003; Fuchs et
al, 1998; She et al, 2002). No obstante, JNK promueve, también,
respuestas de tipo proliferativo e incluso neoplasico (revisado por (Wada

and Penninger, 2004)).
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Figura 14. Efectos pro-apoptoticos indirectos/nucleares derivados de la activacion
de ASK1 y JNK. El esquema muestra la relacién entre el esters oxidativo y la via
intrinseca de induccién de apoptosis. Se muestran las acciones directas de JNK en el
nucleo mediadas por los FTs c-Jun (AP1), p53 y c-Myec. Las siglas Ub representan eventos
de ubiquitinacidn, los puntos rojos representan estados fosforilados y las flechas triples
pasos intermedios (extraido de (Sinha et al., 2013)).

JNK también favorece la apoptosis de acuerdo a una estrategia directa,
resumida en la figura 20, en la que destacan las siguientes acciones: 1)
colabora en la liberacion de citocromo c¢ del IMS (Chauhan et al., 2003;
Kharbanda et al, 2000; Tournier et al, 2000); 2) favorece Ila
permeabilizacion de la MME fosforilando a los miembros pro-apoptoéticos
y anti-apoptoticos de la familia Bcl2 para inducir o reprimir,
respectivamente, su actividad (Dhanasekaran and Reddy, 2008; Lei and
Davis, 2003; Lei et al, 2002; Madesh et al.,, 2002; Marani et al.,, 2002;
Puthalakath et al, 1999; Puthalakath and Strasser, 2002; Wang et al,
2007) (Srivastava et al., 1999; Yamamoto et al,, 1999); y 3) proteoliza a
Bid formando un fragmento de 21kDa, Bidj, que favorece la liberacion de
Smac/Diablo, entre otros factores pro-apoptéticos (Dhanasekaran and

Reddy, 2008; Madesh et al., 2002).
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2.4.2.2. Familia p38-MAPKs

Esta familia de MAPKs esta consituida por 4 isoformas, p38a, p38p, p38yy
p389, cuyas funciones bioldgicas pueden converger o ser distintas. La
primera isoforma es la mejor caracterizada y la que se expresa en un
mayor numero de tejidos. Tal y como se avanzd, esta via comparte
activadores apicales con la familia JNKs, con la que colabora ofreciendo
respuestas no redundantes. Las MKK3 y MKK6 encargadas de fosforilar a
las diferentes isoformas de p38-MAPK (figura 13)(revisado por (Wada and
Penninger, 2004)).

Tal y como sucedia con la via JNK, las vias de sefializacidn controladas por
las diferentes isoformas de p38 pueden inducir una gran variedad de
respuestas celulares que incluyen: apoptosis frente a diversos estimulos,
supervivencia, crecimiento celular y diferenciacion (Liu et al., 2003; Park
et al,, 2002; Porras et al., 2004; Sarkar et al.,, 2002). Inhibidores de p38-
MAPK inhiben la muerte celular inducida por activacion (AID) (Zhang et
al., 2000). También existen algunos estudios que ponen de manifiesto su
papel pro-apoptoético tras la unién del TNFa, TGFB o TRAIL a sus
respectivos receptores, ademas, de los fendmenos apoptéticos mediados
por ROS, para algunos de los cuales esta cinasa es imprescindible (figura
15) (Edlund et al,, 2003; Saurin et al., 2000; Valladares et al., 2000; Zhuang
et al, 2000). También se la ha relacionado con la apoptosis via
mitocondria, dado que es capaz de provocar la translocacion de proteinas
pro-apoptoéticas de la familia Bcl-2 y de desencadenar la liberacién de
citocromo c. Ademas, interviene en la formacién de los cuerpos
apoptoticos y la condensacion de la cromatina nuclear (Deschesnes et

al, 2001).

En general, los estudios realizados determinan que esta familia de cinasas
son necesarias para la supervivencia celular o la muerte por apoptosis
dependiendo del tipo celular, el estimulo y las condiciones (Tanaka et al,,

2002).
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2.4.2.3. Familia ERKs

La familia Erk esta constituida por dos miembros, ERK1 y ERK2, que se
activan en respuesta a sefiales extracelulares como la presencia de ciertas
citoquinas, factores de crecmiento, ligandos de receptores asociados a
proteinas G, carcinogenos, etc, ofreciendo respuestas anti-apoptoéticas y
proliferativas, por lo que en general se la asocia con la supervivencia. No
obstante, la respuesta celular variara en funcién de la intensidad y
duracion de la senal, si estas son prolongadas suscitan diferenciacion
celular, mientras que, si son de corta duracion favorecen la proliferacidn.
ERK1/2 son activadas mediante la fosforilacion por MKK1/2, quienes a su
vez son activadas por la familia Raf, entre otras (figuras 13 y 15) (revisado
por (Wada and Penninger, 2004)). Una vez activadas, ERK1/2 fosforilan
dianas nucleares y citoplasmaticas como la proteina cinasa ribosomal S6
p90RSK, la fosfolipasa A2 o factores de transcripcion como c-Myc o Elk- 1,

y proteinas STAT (revisado por (Wada and Penninger, 2004)).

Dado que K-Ras, H-Ras y N-Ras, asi como otros pronto-oncogenes de esta
via estan mutados en el en el 30% de los canceres humanos, el modulo
Raf-MEK-ERK es el mejor caracterizado en mamiferos. Se ha estudiado
especialmente en leucemias cronicas y agudas, asi como en linfomas y
mieloma multiple, lo que ha permitido determinar su implicacion en la
generaciéon de respuestas mitogénicas que contribuyen al incio y
desarrollo de neoplasias de origen hematolégico (Repasky et al,, 2004). A
través de la fosforilacion de FOXO3A regula negativamente la via
mitocondrial, favoreciendo la supervivencia de las células tumorales (Ley

et al., 2005; Park et al., 2010).

Dado el caracter dual de las MAPK p38 y JNK y la implicacion de la via ERK
en el desarrollo de neoplasias, es probable que sea necesario determinar
cual es el mejor momento para inhibir/inducir la activacion de estas tres
rutas y ajustarlo al tipo celular con el objeto de aumentar la eficacia de

diferentes terapias contra el cancer y evitar efectos indeseables.
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Figura 15. Médulos de activacion de las principales cinasas activadas por mitégeno
(MAPK) y sus principales inhibidores. Dado que la actividad de ERK1/2 se encuentra
aumentada en ciertos tipos de tumores y dado que p-38 y JNK estan estrechamente
relacionadas con la resistencia/sensibilidad a algunos farmacos antitumorales, estos
modulos de sefalizaciéon son una diana terapeutica con la que se trabaja desarrollando
nuevas drogas quimioterapéuticas que permitan inhibir o potenciar la actividad de dichas
cinasas. Los inhibidores de p38 SB 203580/SB202190 o los inhibidores de ERK1/2 PD-
184352 o PD-98059 se encuentran ya en las ultimas fases de sus correspondientes
ensayos clinicos y parecen ser eficaces en el tratamiento de determinados tipos de cancer
(Bain et al,, 2007; Sui et al., 2014; Wada and Penninger, 2004). También se incluyen los
inhibidores de NFkB (extraido de InvivoGen, Innovation within Reach).

24.3. Via de la Fosfo-Inositol-3-cinasa PI3K

Convierte PIP2 en fosfotidil inositol 3, 4, 5 tirfosfato (PIP3), un segundo
mensajero que conduce a la activacion de Akt via PDK1
(phosphatidylinositol-dependent kinase 1) (figura 16). Akt favorece
respuestas de supervivencia y de tipo proliferativo inhibiendo, entre otros,
a la familia de FTs FOXO0 encargados de mediar eventos apoptoticos y de
arresto celular. La activacién anormal de esta via suscita respuestas
proliferativas y anti-apoptoéticas relacionadas con procesos carcinogénicos

(revisado por (Cully et al., 2006; Engelman, 2009; Rodon et al., 2013)).
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La via PI3K puede ser activada por el proto-oncogén Ras, entre otros,
conectando esta ruta de supervivencia con otras similares como la de ERK.
El supresor de tumores PTEN (phosphatase with tensin homology) inhibe
la senalizacion de este via desfosforilacion del PIP3 (figura 16). Dado que
p53 interacciona con los FTs de la familia FOXO, su estado de activacion
afecta a la sefializacién via PI3K favoreciendo la apoptosis y el arresto

celular (revisado por (Rodon et al,, 2013)).

Ademas, Akt interacciona con mTOR3, proteina implicada en procesos de
angiogénesis a través del factor inducible por hipoxia (HIF-1) que, a su
vez, estd relacionado con la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) en situaciones de hipoxia (figura 16). La
excesiva activacion de la sefializacion integrada por esta proteina se ha
registrado hasta en el 50% de los canceres humanos (Engelman, 2009;

Rodon et al,, 2013; Sarbassov et al., 2005).

Dada la estrecha relacion que exite entre esta via y los procesos tumorales,
se han desarrollado moleculas inhibidoras especificas, siendo una de las
mas importantes el inhibidor de PI3K, LY-294002 (Alladina et al., 2005;
Bain et al.,, 2007; Engelman, 2009; Rodon et al,, 2013; Sarbassov et al,,
2005).
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Figura 16. Via de seiializacion de la PI3K y sus principales dianas terapéuticas. La
via PI3K se pone en marcha en respuesta a la activacion de los receptores tirosin cinasa
(RTKSs) que fosforilan al sustrato del receptor de la insulina (IRS), que a su vez, tiene a
bien fosforilar a la subunidad p85 de la PI3K, provocando un cambio conformacional en
ella que la permite unirse la subunidad catalitica p110 para ser completamente funtional.
PI3K, entonces convierte al PIP2 en fosfotidil inositol 3, 4, 5 tirfosfato (PIP3), un segundo
mensajero que conduce a la activacion de Akt mediante la activaciéon de PDK1
(phosphatidylinositol-dependent kinase 1). También puede ser activada por el proto-
oncogén Ras en respuesta a la unién de factores de crecmiento a los receptores RTKs. Ras
puede activar a PI3k mediante su interaccién directa con la subunidad catalitica de PI3K
o indirectamente (Extraido de(Rodon et al., 2013)).

2.5. Espécies reactivas del oxigeno y apoptosis.

El término ROS hace referencia a aquellas entidades quimicas que, a bajas
concentraciones, actuan como segundos mensajeros intracelulares, y
comprende todas las moléculas derivadas del oxigeno. Aquellas ROS que
pueden existir de forma independiente y que presentan electrones
desapareados en su ultima capa u orbital, ademas, son radicales libres. Se
trata de productos generados de forma inevitable por el metabolismo
celular que tienen una elevada reactividad por lo que pueden dafar
componentes celulares esenciales como lipidos, proteinas y acidos

nucléicos (Freeman and Crapo, 1982). Dado que el espin no puede ser
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compensado por la rotacidn, en sentido inverso, de un electréon apareado,
los radicales libres son ROS mas reactivas que sus correspondientes no-
radicales. Asi, las ROS se pueden clasificar en dos catergorias: 1) Especies
reactivas del oxigeno no radicales, y, 2) Radicales libres ((Beckman and

Crow, 1993) (tabla 2).

Cualquier proteina o sistema enzimatico, con capacidad para transferir

electrones, puede generar ROS como Espécies reactivas del oxigeno (ROS)

subproductos de esta reaccion de ROS no radicales Radicales libres
transferencia. Sin embargo’ la | Peréxido de hidrégeno H20; Anién superéxido 0z~
mitocondria es la principal fuente de Acido hipocloroso HCIO Radical hidroxilo OH-
, L. Oxigeno singlete 10, Radical peroxilo ROO-
ROS en las células no fagociticas (Chance
0zono 03 Radical alcoxilo RO-
et al, 1979 Figura 17). Datos
! ) ( 8 ) Oxigeno molecular Oz Radical tiilo RS:
cuantitavivos, obtenidos a partir de Oxido nitrico NO-
mitocondrias aisladas indican que un 1- Dixido de nitrogeno NO
2% del oxigeno total consumido en este ezttt preatediaticdio ORIG0

/ . Ny Radical triclorometilo CCls:
organulo se destina a la produccion de

ROS, de hecho, se estima que el 80% del Tabla 2. Espécies reactivas del

oxigeno.

anion superoxido (02’) se genera a nivel de la cadena de trasporte
electronico (ETC) mitocondrial, durante la fosforilacion oxidativa, siendo
los complejos 1y III los maximos productores de ROS, si bien es cierto que
esto depende del tejido y de la especie (Abate et al.,, 1990; Abe and Berk,
1999).

La primera especie reactiva del oxigeno generada en los sistemas
bioldgicos es el radical libre Oz, que se produce por la reduccién directa e
incompleta del Oz cuando el complejo IV de la ETC, citocromo oxidasa,
cataliza la conversiéon del oxigeno molecular a agua. La mayoria del Oz
generado en la célula se produce por el transporte reverso de electrones
hacia el complejo I, debido a la elevada fuerza protomotriz generada por la
actividad de los complejos IIl y IV de la ETC cuando el potencial AW es

elevado.
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Sin embargo, en condiciones fisioldgicas el potencial AW es bajo y los
electrones se transfieren con normalidad desde el complejo II al I, siendo
al produccion de ROS baja (figura 17) (Liu et al,, 2002).

El Oz tiene una vida media muy corta ya que su reaccion de
dismutacion, bien sea espontdnea o catalizada por la superdxido

dismutasa (SOD), es muy favorable.

El perdoxido de hidrogeno (H:0:), producido por esta reacciéon y el
generado por las oxidasas de flavoproteinas, puede difundir a través de las
membranas biolédgicas, y a pesar de que su capacidad oxidativa es menor
que la del Oz, en presencia de metales puede dar lugar al radical
hidroxilo (OH-) a través de la reaccion de Fenton/Harber-Weaiss. Este
radical, sin embargo, si que es una molécula extremadamente reactiva y
toxica que puede reaccionar con los acidos grasos poliinsaturados
produciendo radicales alcoxilo (RO-) y peroxilo (ROO-) (Figura 18)
(Freeman and Crapo, 1982).
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Figura 17. Generacion de ROS a nivel mitocondrial. Las principales fuentes de ROS
mitocondriales son los complejos I y III. Mientras que en el primero forma O solo en la
matriz, el complejo III libera O, tanto hacia la matriz mitocondrial como hacia el espacio
intermembrana (IMS). Se muestra la producciéon de Oz y H;0; por los principales
sistemas enzimaticos: citcromo oxidasa, monoamino oxidasa (MAO), citocromo B5
reductasa (Cb5R) localizada en la MME, glicerol-3-fosfatodeshidrogenasa (GPDH), varios
enzimas pertenecientes al complejo citocromo p450 de la MMI, enzimas de la matriz
mitochondrial como la piruvato deshidrogenasa (PDH) y la a-cetoglutarato
deshidrogenasa (a-KGDH). Se muestran también los principales sitemas antioxidantes,
tales como la porfirina de manganeso (MnSOD) que dismuta Oz a agua oxigenada,
rapidamente catabolizada por la catalasa (CAT), la glutatién peroxidasa (GPx) y la
peroxiredoxina 3 (Prx3) (Extraido de (Circu and Aw, 2010)).

Ademas, el radical superdxido (02°) reacciona con el 6xido nitrico (NO-)
produciendo especies reactivas del nitrégeno como el radical
peroxinitrito (ONOO-) y el diéxido de nitréogeno (NO2) que también
provocan dafos celulares y estrés nitrosativo (Figura 18) (Squadrito and

Pryor, 1998).

Por ultimo, las enzimas del ciclo de Krebs, como la a.-cetoglutarato o la
piruvato deshidrogenasa, se encuentran entre los 10 sistemas
mitocondriales que mas ROS producen. El aumento de NADH se relaciona
con incrementos significativos en la produccion de H202 llevados a cabo
por el enzima o.-cetoglutarato deshidrogenasa. Ante este aumento de la
carga oxidativa, el complejo I de la ETC produce atin mas ROS, acelerando

la muerte por apoptosis (Tretter and Adam-Vizi, 2004).
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Figura 18. Principales reacciones que producen ROS y NOS.

2.5.1. Darnios mitocondriales provocados por las ROS.

Dado que la mitocondria es el principal organulo productor de ROS,
también es el mas perjudicado cuando su produccién se eleva dada su
exposicion a los mismos. Asi, el ADN mitocondrial (ADNmt), al estar
localizado cerca de la ETC (fuente de ROS) y desprovisto de proteinas
protectoras, es especialmente sensible a la accidon de especies reactivas del
oxigeno. Ademas, la capacidad de los sistemas de reparacion por escision
de nucledtidos es muy limitada a nivel mitocondrial, de forma que,
cuando las ROS producen roturas de cadena simple o sitios abasicos en el
ADNmt, normalmente se desencadenan procesos apoptoticos (Ricci et

al, 2008).
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Por otro lado, al codificar 13 polipéptidos de la ETC, los dafios en esta
molécula descienden la funtion respiratoria, con el consiguiente aumento
en la producciéon ROS y el descenso en la producciéon de ATP (Clayton,
1984). De hecho, actualmente se considera que el dafio producido por
niveles elevados de 02 y HO- en el ADNmt juega un papel crucial en la
apoptosis celular aunque el mecanismo, a través del que se produce la
sefializacién que conduce a tal efecto, de momento no se conoce con

exactitud (Circu and Aw, 2010).

2.5.2. Papel de las ROS/INOS en la via extrinseca de

apoptosis.

Los estudios mas recientes indican que las ROS podrian tener una funcéon
directa en la via extrinseca de inducciéon de apoptosis, mediando la
agrupacion y activacion de estos receptores en balsas lipidicas. La
formacién de estas balsas tiene lugar tras la union de ligandos como FasL
o TNFa a sus correspondientes receptores en la membrana plasmatica, lo
que provoca el reclutamiento y activacion de la NADPH oxidasa (Nox) y la
generacion de ROS. Las ROS asi generadas oxidan a la proteina
esfingomielinasa acida, desencadenando un tipo de sefializaciéon que
culmina con la produccion de ceramida y la agrupacidn de los receptores
de muerte en balsas lipidicas que sirven como plataformas que facilitan su

activacion y, por tanto, la apoptosis (revisado por (Circu and Aw, 2010)).
2.5.3. Papel de las ROS en la via intrinseca de apoptosis.

La presencia de altos niveles de ROS intracelulares, asi como, el dafio
mitocondrial que estos provocan, desencadenan la permeabilizacion del

MME y la liberacion de factores pro-apoptoticos (Zorov et al., 2000).

La permeabilizacion de la MME corre a cargo de las proteinas pro-
apoptdticas Bax y Bak, mientras que, la MMI es permeabilizada por la

formacién del MPTPC.
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Las ROS, a través de JNK y p38, llevan a cabo fosforilaciones inactivantes
en las proteinas anti-apoptoticas y activantes sobre los miebros pro-

apoptéticos de la familia Bcl2 (figuras 14 y 20).

El MPTPC se abre con el aumento de los niveles de Caz*, el estrés
oxidativo, la oxidacion de thioles y la alteraciéon de la cantidad de

nucleétidos de pirimidina.

Ademas, la modificacién de los grupos thiol mediada por las ROS también
afecta al transportador de nucleétidos de adenina ANT y favorecen el
cierre de VDAC vy, por tanto, la acumulacién de metabolitos.
Ocasionalmente, el cierre de VDAC provoca la formacidon de canales de
ceramida, mediada por Bid truncado, que permiten la liberacién de
citocromo c (figura 19) (Rostovtseva et al., 2005). Aunque no esta del todo
claro si la pérdida de AWYm precede o no a la liberacion de factores pro-
apoptéticos es incuestionable que la liberacion de los mismos contribuyen
a la disipacion de este y a la pérdida de la homeostasis bioquimica que se
manifiesta en la caida de los niveles de ATP, NADPH y GSH (debido a su
oxidacion) y el aumento de los niveles de ROS debido al desacoplamiento
y los multiples fallos que se producen en la ETC. El estrés oxidativo, asi
generado, contribuye al proceso apoptético oxidando lipidos, proteinas,
dafiando el ADNmt y nuclear, y provocando un descenso aun mayor del
AWm, estableciéndose asi un feedback positivo que conduce a la célula

hacia la muerte por apoptosis (revisado por (Sinha et al,, 2013)).

El citocromo ¢ es uno de los factores pro-apoptoticos liberados mas
importantes (figura 19), no solo por la contribucién que realiza durante la
activacion de la pro-caspasa-9 sino porque forma parte de uno de los
complejos mas importantes de la ETC y elimina ROS en el IMS. La
liberacion de citocromo c, a su vez, provoca un aumento de la produccion
de ROS en los complejos I y Il de la ETC y priva a la MMI de sus funciones
antioxidantes ocasionando dafios aun mayores en este organulo ya

debilitado (Basova et al., 2007; Kushnareva et al., 2002).
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Por otro lado, la producciéon de ROS favorece la liberacion de AIF de la
MMI. La liberacion de esta flavoproteina provoca un descenso en la
actividad del complejo I de la ETC y en la fosforilacion oxidativa que
redunda en un aumento de ROS que, de nuevo, favorecen su liberacion,
estableciéndose un feedback positivo que permite la salida de suficiente
AIF desde la mitocondria al nucleo y la correspondiente condensacion y

fragmentacion de la cromatina (Figura 19) (Natarajan and Becker, 2012).

La liberacion de Smac/Diablo facilitada por Bidj (dependiente de las
ROS) antagoniza los efectos inhibitorios de las IAPs facilitando la
activacion de las caspasas iniciadoras y efectoras (figura 19). Al mismo
tiempo la liberacion de citocromo c permite la formacién del apoptosoma
y la activacién de la caspasa-9 que, a su vez, activara a la caspasa -3,
quien llevara a cabo la demolicion celular cortando numerosas proteinas
importantes para el funcionamiento y el mantenimiento de las estructuras
celulares, entre las que se encuentra la subunidad p75 del complejo I de
la ETC (Ricci et al,, 2004). De este modo, las caspasas contribuyen a la
caida del A®m, amplificando el proceso apoptoético (Larochette et al.,
1999; Pardo et al,, 2001). Por tanto, las especies reactivas del oxigeno y el
estrés oxidativo en general son capaces de desencadenar procesos

apoptdticos a través de la via intrinseca.
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Figura 19. El estrés oxidativo regula la sefalizacion apoptotica a través de la via
intrinseca de apoptosis. Representacion esquemadtica de los diferentes mecanismos
que controlan la via intrinseca de induccién de apoptosis y de como estos son modulados
por el estés oxidativo. Las lineas discontinuas representan efectos inhibitorios (extraido
de (Sinha et al,, 2013)).

2.54. Papel de ASKI/JNK en la apoptosis desencadenada
por ROS

La activacion de la cinasa JNK, llevada a cabo por las ROS, puede
desencadenar procesos apoptogénicos a través las dos rutas principales de
induccion de apoptosis, via extrinseca y via intrinseca. Ademas, el balance
entre los efectos pro y anti-apoptoticos desencadenados por la activacion
de TNFR1 va a estar fuertemente influenciado por las ROS, asi como, por el

grado y duracién de la activacion de JNK.

La MAPKKK, ASK1, es uno de los principales impulsores de la cinasa JNK.
Las espécies reactivas del oxigeno son los activadores mas eficaces de
ASK1, siendo capaces de dirigir procesos apoptogénicos, a través de la
activacion de esta MAPKKK, en respuesta a determinados

quimioterapéuticos o la radiaciéon UV (Soga et al., 2012).
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ASK1 desempefia un papel protagonista en en el escenario que dibujan las
ROS, dado que puede funcionar como un sensor Redox, detectando el
grado de estrés oxidativo y su duracién y, dependiendo de este, dirigir a la
célula hacia procesos de proliferacion, supervivencia y diferenciacion, o
hacia la muerte por apoptosis cuando los niveles de ROS son elevados o se
mantienen durante largos periodos de tiempo (revisado por (Circu and
Aw, 2010). Ademas la formacidn del heterodimero ASK1-ASK2 estimula la
activacion de las cinasas JNK y p38 y de la caspasa-3 potenciando la sefial
apoptdtica, desempefnando un papel decisivo durante la sefalizacion en
respuestas al estrés oxidativo (figuras 14 y 20) (revisado por (Sinha et al,,

2013)).

Efectos de la via de serializacion ASK1-JNK

La sefalizacion de ASK1 conduce a la activacion de las MAPK JNK y p38. Se
ha encontrado que en ausencia de ASK1 la activacion transitoria de JNK
inducida por el estrés oxidativo, derivado de la unién de TNFR1 a TNFa,
se produce con la misma intensidad que en las células WT y suscita
respuestas de diferenciaciébn y supervivencia. Sin embargo, las
activaciones duraderas de ambas cinasas, que conducen a la muerte
celular por apoptosis, requieren una fuerte activacion de ASK1 y solo se

producen en células WT (revisado por (Sinha etal., 2013)).

Tal y como se describié en el apartado 2.4.2.1., una vez que ASK1 ha
activado a JNK esta, a su vez, puede activar la sefializacion apoptogénica
siguiendo una estrategia mitocondrial directa (figura 20) o indirecta,
translocandose al nucleo donde activa distintos FTs (revisado por (Sinha

etal, 2013)).

70



Cytoplasm

5128

Figura 20. Efectos pro-apoptoticos derivados de la activacion de ASK1 y JNK.
Representacién esquematica de la relacién que existe entre la via extrinseca de induccién
de apoptosis, el estrés oxidativo, la activacién de ASK1/JNK y la permeabilizacién de la
MME. Se muestran los efectos directos de JNK a nivel mitocondrial, pero no los indirectos
o nucleares. Las lineas discontinuas representan eventos de inibicidn, los puntos rojos
representan el estado fosforilado de las diferentes proteinas y, por ultimo, las flechas

triples indican que hay pasos intermedios que se han omitido en el esquema (extraido de
(Sinha et al,, 2013)).

2.5.5. Sistemas anti-oxidantes celulares

Teniendo en cuenta la facilidad con la que se producen ROS y NOS y dado
su gran potencial oxidativo, es l6gico que las células hayan desarrollado
una serie de sistemas que les permitan antagonizar los efectos nocivos de
los mismos. Por tanto, en condiciones normales los efectos deletéreos
provocados por las ROS son contrarrestados por sistemas anti-oxidantes
directos o indirectos (Clarkson and Thompson, 2000).

El término redox se utiliza para describir el balance entre NAD/NADH,
NADP/NADPH y/o GSH/GSSG, y su relacion con los diferentes conjuntos
de metabolitos y el control del metabolismo (Krebs and Gascoyne, 1968;

Rebrin and Sohal, 2004).
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Los desequilibrios/cambios en el estado redox celular pueden provocar: el
paso de un estado quiescente a un estado proliferativo, arresto celular e
incluso apoptosis, dependiendo de la magnitud del desequilibrio y de la
duracion de este. De esta forma, niveles elevados de ROS y NOS van a
aumentar la actividad de los sistemas anti-oxidantes celulares.

Los sistemas redox directos son aquellos que interaccionan directamente
con estos evitando la produccion de nuevos radicales libres. Entre ellos se
encuentran: superoxido dismutasa (SOD), la glutatiéon peroxidasa (Gpx), la
catalasa y la tiorredoxina reductasa (Trx) (tabla). Ademas, existen
sistemas no enzimaticos como: las vitaminas E y C, la coenzima Q o el 3-
caroteno que también contribuyen a la eliminacién de ROS y NOS
(Clarkson and Thompson, 2000).

Sistema superoéxido dismutasa: existen 4 formas de SOD: Mn-SOD (SOD-

de la matriz mitocondrial), Cu,Zn- SOD (SOD: citoplasmatica), Ni-SOD, y la
SOD extracelular. Todas ellas catalizan la conversién de Oz a H202 (Harju
et al,, 2004; Kinnula and Crapo, 2004).

La catalasa: es una hemoproteina peroxisémica especializada en la
conversion de Hz02 a agua. Se trata de uno de los enzimas conocidos mas
eficientes dado que no se satura a ninguna concentracion de peroxido de
hidrogeno. Cataliza la conversion de H202 a Oz y H20, disminuyendo las
posibilidades de formacion de radical hidroxilo (via R. de Fenton).

También, se une al NADPH reducido que aumenta su capacidad catalitica
al tiempo que la protege de su inactivacion (Kirkman et al., 1999).

Sistema redox Reaccion en la que participa

Superoéxido dismutasa 0, + 02+ 2H* = H,0:
Catalasa 2H20, = 2H,0 + O
Glutatién H;0; + 2GSH = GSSG + 2H,0
Sustrato,, X NADPH + +H X Trx-S, x Prx,o4 /Proteina-(SH),/Producto,oq
Tiorredoxina Sustrato, NADP Trx-(SH), Prx,, /Proteina-S,/Producto,,

Tabla 3. Principales sistemas anti-oxidantes directos.
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2.5.5.1.  El glutatiéon como sistema redox

El glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH) es, probablemente, el
sistema redox mas importante para el sustento de la homeostasis redox,
manteniendo un ambiente 6ptimo que permite el correcto funcionamiento
de las proteinas celulares. Se trata del tiol de bajo peso molecular mas
imporante y abundante en las células eucariotas. El enzima glutation
peroxidasa cataliza la reduccién del H202 y otros peroxidos, cediendo los
electrones, resultantes de la reaccion, al GSH que se oxida a a glutation
disulfuro (GSSG). El GSSG es reducido, a su vez, por el enzima glutation
reductasa a GSH, de forma que, en condiciones fisiologicas la forma
predominante de glutation en la célula es el GSH. Asi, aproximadamente el
90% del GSH celular total se encuentra en forma reducida gracias a la
sintesis citosolica de novo, la reduccion enzimatica del GSSG y a la
absorcion de GSH extracellular (Meister and Tate, 1976). Por tanto, el ratio
GSH/GSSG ofrece una buena medida del estrés oxidativo celular (Schafer

and Buettner, 2001).

Una vez sintetizado/reducido/importado el GSH va a participar en
reacciones redox y en procesos de detoxificacidon al conjugarse gracias al
enzima glutation-S-transferasa (GST). También puede ser transportado al
espacio extracelular, con gasto de ATP y mediante los transportadores

MRP1/2 (Multidrug-resistance protein).

El GSH es importado por diferentes organulos y tras su oxidacion sera
transportado de nuevo al citosol, en forma de GSSG, para ser reducido
(revisado por (Ortega et al.,, 2011)). Parece que la especificidad del sistema
GSH radica, al menos en parte, en su compartimentacion. La distribucion
unica del GSH, y de otros pares redox, parece estar dividida en
compartimentos redox que se localizan a su vez, en los diferentes
compartimentos celulares (citosol, mitocondria, reticulo endoplasmaticos

y nucleo) (Circu and Aw, 2008).
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Funciones del GSH

En el citosol predomina el GSH altamente reducido (2-10nM), donde es
imprescindible para diversos procesos metabolicos celulares. Por otro
lado, el GSH va a reprimir la transcripcién de genes pro-apoptoticos
puesta en marcha por las ROS (Balendiran et al., 2004; Kretz-Remy and
Arrigo, 2002). De hecho, numerosos factores de transcripcion estan
regulados por la oxidacién/reduccion de las cisteinas localizadas en sus
dominios de unién al ADN, como es el caso de Nfr2, NFkB o p53 (Arrigo,
1999; D'Alessio et al., 2004). Por tanto, a través de estas modificaciones y
del mantenimiento del estado reducido de los puentes disulfuro en los
residuos de cisteina, el GSH puede modificar los niveles de expresion de
numerosos genes, regular la actividad de diferentes receptores de tirosin
cinasas, enzimas y proteinas transportadoras, asi como, regular la
activacion de cinasas como PKC o MAPKs muy relacionadas con los
procesos apoptoticos (Franco et al., 2009). En el reticulo endoplasmatico
el GSH regula los ROS producidos y colabora con la proteina disulfuro
isomerasa (PDI, protein disulfide isomerase) (Chakravarthi et al., 2006;
Jessop and Bulleid, 2004; Meister and Anderson, 1983). Por tanto, la
reduccion de los niveles de GSH, debida al estrés oxidativo, provoca el
despliegue de diversas proteinas, proceso conocido como UPR (unfolding
protein response), y el inicio de procesos apoptogénicos (Frand and
Kaiser, 2000). En el nicleo permite el correcto funcionamiento de las
proteinas en este compartimento, al tiempo que protege al ADN de
posibles dafios provocados por el estrés oxidativo y la radiacion UV (Chen

et al.,, 2003; Markovic et al., 2007; Voehringer et al., 1998).

La forma mitocondrial del GSH (GSHmt) preserva la integridad de las
proteinas mitocondriales y los lipidos, al mismo tiempo que controla la
generaciéon de ROS protegiendo al ADN mitocondrial de los potenciales
dafios que podria sufrir. La cantidad de GSHmt varia en funcion del tipo de
célula y es mantenida mediante transporte activo de GSH desde el citosol a

la matriz mitocondrial (Soderdahl et al., 2003).
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La proteina anti-apoptotica Bcl2 parece que preserva las funciones del
GSH en el IMS mediante las interacciones que establece con este a través
del surco hidrofébico/surco BC, facilitando la disponibilidad inmediata de
GSH en la mitocondria. De esta forma, cuando un estimulo apoptotico
impide dicha interaccidn el transporte de GSH al interior de la mitocondria
se interrumpe por completo y este se pierde, ya que sale de nuevo al
citoplasma, evento que contribuye a la cascada apoptdtica (Zimmermann

etal., 2007).

El sistema GSH/GSSG mantiene la homeostasis redox colaborando con
otras proteinas redox, de modo que, las tioredoxinas (Trxs) desempefian
un papel critico en la regulacidon redox del GSH/GSSG. Se trata de proteinas
pequefias que se expresan de forma ubiqua y que poseen dos sitios redox
cataliticamente activos (Cis-XX-Cis), colaborando con el sistema
glutaredoxina (Grx) en la reduccion reversible de los puentes disulfuro
proteicos (Nakamura et al., 1997). El NADPH y la Trx reductasa son los
encargados de mantener las cisteinas de la Trx en un estado reducido

activo (Nakamura et al.,, 1997).

GSH, apoptosis y quimioterapia

EL GSH, dadas sus funciones, es critico para la supervivencia celular.
Descenso o agotamiento de los niveles de GSH sensibiliza e induce
apoptosis en numerosas células tumorales, mientras que los niveles altos
de este tiol se relacionan con la resistencia a la misma (revisado por
(Circu and Aw, 2008; Franco et al,, 2009; Ortega et al., 2011; Traverso et
al, 2013)). Aunque la relaciébn entre GSH y apoptosis no esta
completamente caracterizada, la depleccidn de este tiol se considera uno
de los marcadores de la progresion apoptotica y parece que es un evento
necesario para este proceso en diferentes sistemas celulares (Franco et al,,

2007; Franco etal., 2009).
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Asi, el inhibidor de la y-GCS (y por ende de la sintesis de GSH) BSO
(Buthionine sulfoximine) facilita y potencia las respuestas a diferentes
estimulos apoptogénicos, tales como la unién de TNF, y diversos ligandos
de muerte a sus receptores correspondientes en células T (Armstrong et
al,, 2002; Cazanave et al,, 2007; Franco et al.,, 2007; Friesen et al., 2004;
Morales et al., 1998; Tormos et al., 2004). Sin embargo, la suplementacion
del medio de cultivo con GSH, NAC (N-acetyl-L-cysteine) o S-adenosil-
metionina (sendos precursores de la cisteina) protegen frente a la
apoptosis desencadenada por diversos estimulos (Cazanave et al., 2007;
Franco et al,, 2007; Wang and Cederbaum, 2006). E1 GSH también regula la
apertura y el cierre del MPTPC; asi, la deplecion de GSHmt induce
apoptosis debida a la apertura de este poro incluso cuando las ROS se
mantienen en niveles fisiolégicos (Beatrice et al., 1984; Kowaltowski et al.,
2001). Por otro lado, la sintesis de GSH esta paradojicamente regulada por
el estrés oxidativo a través de la sobreexpresion del enzima y-glutamato-
cisteina-ligasa. Por tanto, cuando los niveles de ROS son altos (pero no
comprometen la viabilidad celular) el aumento de la sintesis de GSH
confiere proteccién frente al estrés oxidativo (Parmentier et al, 2000;

Usatyuk et al., 2006).
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IV. OBJETIVOS
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Los exopolisacaridos bacterianos producidos por microorganismos
haléfilos presentan un contenido en grupos sulfato poco comun. Dicha
sulfatacion, ademas de diferenciar a estos EPS de los producidos por otros
procariotas, dota a este tipo de macromoléculas de importantes y
diferentes propiedades bioldgicas. B100 es un exopolisacarido, producido
por el microorganismo haléfilo, Halomonas stenophila, que presenta un
elevado contenido en grupos sulfato (7,9%). Tras ser sometido a un
proceso de sulfatacién en laboratorio, que aumenta el porcentaje de
sulfatos hasta el 23%, B100S logra inhibir el crecimiento de diversas
lineas tumorales, induciendo apoptosis en algunos casos y especialmente

en la linea celular de leucemia T Jurkat.

Dado el interés en identificar los mecanismos intimos que regulan esta
induccién de apoptosis en células Jurkat, abordamos los siguientes

objetivos:

1. Caracterizar la via de sefializacién utilizada por el EPS B100S para
inducir apoptosis en células Jurkat, asi como los elementos que
confieren resistencia o sensibilidad a la apoptosis.

2. ldentificar los mediadores bioquimicos mas relevantes en este
proceso de induccion de apoptosis, en especial, los relacionados
con la produccién de especies reactivas del oxigeno, y determinar
la relevancia de las mismas en el proceso apoptogénico dirigido por
el EPS B100S en células Jurkat.

3. Estudiar las modificaciones del proceso apoptoético en células
leucémicas T como respuesta al tratamiento combinado de B100S
con otros inhibidores o drogas quimioterapeuticas.

4. Determinar el patréon de modulacién génica que se produce en
células Jurkat tras la exposicion a B100S, para identificar los
principales genes y vias de senalizacion responsables del

desencadenamiento de la apoptosis.
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V. MATERIALES Y METODOS
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1. Produccion de los EPSs B100.

El exopolisacarido fue proporcionado por el Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada,
siguiendo la metodologia descrita por Quesada y cols en 1993 y que se

resume en la figura adjunta (Quesada et al.,, 1993).

Cultivo celular
— — ‘ : a Células
=) ' “ Sobrenadante

. 10000 rpm
MY 5% (p/v) MY 5% (p/v) 20 mir.
32°C 24h 32°C 5 dia Sedimento

EPS sobrenadante

! f - \ A — \
Didlisis 96h e o -
7000 rpm Precipitacion alcohdlica

(A

10 min

|

Impurezas sedimento Alcohol sobrenadante
EPS |
Liofilizacisn ﬂ ﬁ

Representacion esquematica del proceso de extraccion del EPS B100S. Los cultivos se
llevaron a cabo en medio MY al 5% (p/v) de sales. Partiendo de 5ml de cultivo de cada una de las
cepas, obtenido tras el crecimiento de las mismas durante 24h a 322C, se inocul6 1ml del volumen
total en 4 matraces Erlenmeyer, con una capacidad de 500ml, que contenian 150ml del mismo
medio de cultivo y se procedié al cultivo en agitacién (100rpm) durante 5 dias. Los cultivos
bacterianos fueron posteriormente centrifugados a 10.000rpm durante 60 minutos en una
centrifuga (Sorvall RC-5B, rotosr GSA). A continuacidn se le afladi6 al sobrenadante 3 volimenes de
etanol al 96% frio (-802C) y se dejé precipitar durante 12 h a 4°C, tras las cuales se recogi6 el
precipitado del material extracelular (EPS) mediante centrifugacién a 7.000 rpm durante 10
minutos, con la intencién de eliminar el etanol. Para eliminar completamente las posibles trazas de
alcohol, este se dejé evaporar y se solubiliz6 el precipitado en agua destilada. El material
extracelular en solucion se purificé mediante ultracentrifugacion (Ultracentrifuga Beckman L8-M,
rotor 50T) a 50.000 rpm durante 60 min y se dializé durante 72h en agua destilada, utilizando
membranas Midicell con un tamafio de poro de 12-140000 Da. Por ultimo, se liofiliz6 el EPS para
poder determinar la produccién por gravimetria.
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Sulfatacion

La sulfatacion del EPS también fué llevada a cabo por el Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, de
acuerdo con el protocolo descrito por Nishiro y Nagumo en 1992 (Nishino

and Nagumo, 1992).

Aproximadamente 0,5g de EPS fueron disueltos en 50ml de
dimetilformamida, manteniendo esta solucion en agitacion durante 2h a
RT (temperatura ambiente). Posteriormente, la mezcla se incub6 durante
2h mas a 45°2C con el objeto de favorecer la dispersion del EPS en el
disolvente. A continuacidn, se adicion6 lentamente un exceso del complejo
piridina-SO3 y se mantuvo la reaccién durante 2h mas a 452C para,
finalmente, detenerla adicionando 20ml de agua destilada. Se ajust6 el pH
a9 con NaOH 3M y se dializ6 de nuevo con agua destilada para, por ultimo,

liofilizarla y recuperar el polimero.

Las lineas de células T leucémicas Jurkat, MOLT-4 y HPB-ALL y la linea de
leucemia promielocitica humana HL-60 fueron obtenidas de la ATCC
(ciudad). Todas ellas fueron mantenidas en medio RPMI suplementado
con suero fetal bovino (GIBKO, California, USA) al 10%, L-glutamina 1 mM,
100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Cambrex). Se
cultivaron en frascos de 75 cm? tratados (Nunc, Thermo scientific EEUU)

dentro de un incubador a 37 2Cy 5% de COx.

Las células Jurkat deficientes en caspasa 9 (Jurkat w/o Co) y la misma

linea en la que se reconstituy6 la expresion de esta caspasa (Jurkat Co)
fueron cedidas por el Dr. Klaus Schulze-Osthoff (Interfaculty of

Biochemistry, University of Tlibingen, Alemania).
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La linea Jurkat w/o Co, también denominada JMR, es el resultado de un
screening realizado en el laboratorio del Dr. Schulze-Osthoff en un amplio
panel de células Jurkat obtenido de la ATCC (VA); esta linea result6 ser
resistente a la apoptosis inducida por diversas drogas genotoxicas debido
a la ausencia de expresion de caspasa 9 (Samraj et al, 2007). La
reconstitucion de la expresion de esta caspasa iniciadora se llevd a cabo en
el mencionado laboratorio, mediante electroporacion de la linea Jurkat
w/o Co con el vector pET23b-Casp9-His, al que previamente se le habia
incorporado un epitopo Flag en su extremo N-terminal. Dicha
construccion fue cedida al laboratorio del Dr. Schulze-Osthoff por el Dr.
Salvensen (Srinivasula et al., 1998; Srinivasula et al., 1996). Ambas lineas
fueron mantenidas en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino
(GIBKO, California, USA) al 10%, L-glutamina 1 mM, 100 U/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Cambrex) (medio completo).
Se cultivaron en frascos de 75 cm? tratados (Nunc, Thermo scientific

EEUU) dentro de un incubador a 37 2C y 5% de COx.

Las células Jurkat que sobreexpresan Bcl-2 y Bcl-xL fueron cedidas a
nuestro laboratorio amablemente por el Dr. Jacint Boix (Departamento de
Ciencias Médicas Basicas, Universidad de Lleida, Espana). Se trata de
células transfectadas con los vectores de expresion pCDNA3/Bcl-xL,
pCDNA3/Bcl-2 o pCDNA3 (Boix et al,, 1998), en las que la expresion de
ambas proteinas se encuentra bajo el control del promotor viral CMV.
Dados los bajos porcentajes de expresion de ambas proteinas en las lineas
mencionadas se realizé un clonaje por dilucion limite con el objetivo de
seleccionar aquellos clones cuyos niveles de expresion fueran mayores.
Para llevar a cabo el clonaje de los tres tipos celulares se realizaron
diferentes diluciones seriadas, de cada uno de ellos, en placas de 96
pocillos hasta la obtenciéon de cultivos con 1 o 0,5 célula / pocillo. El
crecimiento y mantenimiento de los clones se realizé en medio completo
RPMI 1640, suplementado con geneticina (G418, Gibco, California, USA) a

una concentracion final de 1mg/ml como antibiético de seleccion.

85



Las células se mantuvieron en frascos de cultivo 75 cm? tratados (Nunc,
Thermo scientific EEUU), en un incubador a 37 °C y 5% de CO2. El
screening de los clones positivos se realiz6 mediante western blot
utilizando anticuerpos especificos contra Bcl-2 o Bcl-xL segun el clon a

analizar.

Los linfocitos procedentes de donantes sanos fueron aislados mediante

centrifugacion de sangre total (recogida en tubos con citrato/EDTA) en
gradiante de Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las células
mononucleares se descartaron permitiendo su adhesion en frascos de
cultivo 75 cm? tratados (Nunc, Thermo scientific EEUU) para lo cual se
incubaron durante 1 hora a 372Cy 5% de CO2. Determinaciones realizadas
en nuestro laboratorio han demostrado que con este método de
separacion la pureza del cultivo es de aproximadamente un 95%. Las
células T en reposo se cultivaron un maximo de 48 h en medio RPMI 1640

completo en un incubador a 37°C y 5% de COx.

Las muestras de sangre de pacientes con linfomas/leucemias T fueron

manipuladas del mismo modo que los linfocitos T en reposo, de forma que,
se trataron y analizaron en las 24 o 48 h posteriores a la extraccion
sanguinea. Estas muestras fueron aportadas amablemente por el Hospital

Virgen de las Nieves de Granada.

Las sondas fluorescentes HE (hidroetidio), DCFH-DA (2,7 = -
Diclorofluoresceina diacetato) y mBCl (monoclorobimano), el inhibidor
LY-294002, los quimioterapicos nocodazol, cicloheximida y doxorubicina,
el detergente digitonina, los antioxidantes N-Acetil-cisteina (NAC) y
Glutation reducido etil ester permeable (GSH-MEE) y el anticuerpo anti-f3-

actina fueron comprados a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Los inhibidores

de MEK (PD-98059), JNK (SP-600125) y p38-MAPK (SKF-86002), asi como
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el anticuerpo anti-Bak (Ab-1/TC-1) fueron obtenidos de Calbiochem

(Darmstadt, Germany).

El ligando de muerte TRAIL fue cedido por el Dr. Abelardo Lépez-Rivas
(CABIMER, Sevilla) y la Ciclosporina A por el Doctor Juan Luis Santos
(Unidad de pediatria del Hospital Virgen de las Nieves, Granada). El
anticuerpo monoclonal anti-caspasa-8 fue obtenido de Cell Diagnostica
(Munster, Germany), mientras que los anticuerpos monoclonales anti-
caspasa-9 y anti-PARP fueron comprados a R&D Systems (Minneapolis,
MN) y BD Biosciences (San Jose, CA), respectivamente. El anticuerpo
policlonal de conejo anti-caspasa-3 fue de Stressgen (Ann Arbor, MI). Los
anticuerpos monoclonales anti-BclxL y anti-Bcl-2 se obtuvieron de Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) y Dako (Glostrup, Denmark),
respectivamente. El cation DIOC6(3) (3,3'-Dihexiloxacarbocianina lodide)
fue obtenido de Molecular probes (Life Technologies, EU ,Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Espafia ). El antioxidante Mn(II[)TMPyP se compré en
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). El anticuerpo secundario, Alexa Fluor-
488 anti-IgG murino se obtuvo de Molecular Probes (Invitrogen).
Finalmente, el ioduro de propidio se obtuvo de los laboratorios Intron
Biotechnology (South Corea) y la sonda fluorescente monoclorobimano

(mBC(l) se obtuvo de Sigma.

Las células Jurkat fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a una
concentracion de 250.000 cels/ml/pocillo, durante 6, 8 o 24 h. Tanto los
controles sin tratar como las células tratadas con B100S 50ug/ml, fueron
lavadas en PBS y fijadas a RT en paraformaldehido al 0,25% durante 5

min.
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Tras 3 lavados en 2ml de PBS cada muestra fue incubada, durante 30 min
a RT y en oscuridad, con un anticuerpo anti-Bak, que reconoce el extremo
N-terminal de esta proteina solo expuesto en su estado activo, utilizando
FBS al 1% como bloqueante y digitonina a una concentracion de 100ug/ml
como agente permeabilizante. Posteriormente, se realizaron dos lavados
en PBS y se incub6 con un anticuerpo secundario Alexa Fluor-488 anti-IgG
murino (Molecular Probes, Invitrogen) durante 30 min en hielo, agitacion
y oscuridad.Finalmente, las células fueron lavadas de nuevo vy
resuspendidas en 250ul de PBS para ser adquiridas en un citometro BD
FACScan o BD FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, CA). La
fluorescencia se midi6 en el canal FL2 y el analisis de la poblacion en sub-
G1 se realiz6 con el programa Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA) o

BD FACSDiva™(Becton Dickinson, San Jose, CA), respectivamente.

Las células Jurkat/linfocitos T primarios fueron cultivados en placas de 24
pocillos a una concentracién de 250.000 cels/ml/pocillo, en las que
recibieron distintos tratamientos. El porcentaje de células apoptdticas se
llevo a cabo en base a la tincidn con ioduro de propidio, de acuerdo con el
protocolo descrito por (Gong et al,, 1994). Brevemente, las células fueron
lavadas con 2ml de tampon fosfato salino (PBS) para posteriormente
fijarse, durante 5 min en una solucién con 100ul de PBS y etanol al 70%
frio. Tras lavar el exceso de etanol, con 4ml de PBS, las células fueron
resuspendidas en una solucion con 250ul de buffer de extraccién de ADN a
la que se adicionaron 250ul de PBS. Después de una incubacion de 10 min
a 379C, se realiz6 un lavado y se resuspendid en la solucidon de tincion

(200wl PBS + RNAasa 100ug/ml + 2ul de IP 1mg/ml).
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Se llevé a cabo una incubacién de 30 min en completa oscuridad a 372C
tras la cual se adquirieron las células directamente en un citometro BD
FACScan o BD FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, CA). La
fluorescencia se midi6 en el canal FL2 y el analisis de la poblacion en sub-
G1 se realiz6 con el programa Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA) o
BD FACSDiva™(Becton Dickinson, San Jose, CA) en funcién del tipo de

citbmetro utilizado.

Las células control y tratadas durante 8h con B100S (50 ug/ml) fueron
lavadas en PBS y lisadas en soluciones de distinta composicion en funcion
de la localizacién de la proteina a detectar.

Para la deteccion de proteinas citosolicas, las células se incubaron durante
30 min en hielo con 100 ul de buffer de lisis (150 mM NaCl, 50 mM Tris-
CIH y NP-40 al 1%). Los sobrenadantes citosolicos se separaron por
centrifugacion durante 10 min a 13000g y se les afiadi6 tampon de carga.
Para el analisis de proteinas localizadas en el nucleo, como PARP, se
lisaron las membranas celulares mediante congelaciéon y descongelacion
de las células resuspendidas en PBS/RIPA buffer, se afiadié tampén de
cargay se procedio a la sonicacidn para obtener extractos totales.

En todos los casos las proteinas se cuantificaron por el método Bradford
(Sigma) antes de afadir el tampén de carga, buffer Laemmli compuesto
por Tris 2 M pH 6.8, urea 6 M, B- mercaptoetanol 6%, azul de bromofenol
0.003% y SDS al 3%.

Las proteinas se separaron en geles de SDS-poliacrilamida (Bio-Rad) al
7.5%, 10% 6 12%, en funcién del tamafio de la proteina a detectar, en el
sistema Mini Protean (Bio-Rad) durante 80 min a 140 voltios. Una vez
separadas las proteinas por tamafio se transfirieron desde el gel a una
membrana de PVDF (Millipore) por transferencia semiseca empleando el

sistema Trans-Blot SD (Bio-Rad) durante 50 min a 50 mA.
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La membrana se bloque6 con una solucion de PBS / 0.1% Tween 20 (PBSt)
con 5% de leche en polvo durante 1 hora a temperatura ambiente, tras lo
cual se lavé con PBSt antes de incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 2C con el anticuerpo frente a la proteina a
detectar, diluido en PBSt con 1% de leche. Tras la incubacién, se lavé la
membrana 5 minutos tres veces con PBSt y finalmente se incubd durante
otra hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (frente a
Ig de ratén o de conejo segln el caso) marcado con peroxidasa de rabano

(HRP), preparado en solucion de bloqueo.

Tras otros tres lavados de 5 minutos con PBSt, la membrana se revel6 por
quimioluminiscencia empleando el reactivo ECL (Amersham Biosciences),
quedando la sefial recogida en un equipo de captura y analisis digital de

imagen Fujifilm LAS-4000 y analizadas con el programa Multi-Gauge.

Para la determinacion de los niveles de Oz y AWm se utiliz6 una doble
tincion con HE y DIOCs. La sonda fluorescente hidroetidio/dihidroetidina
(HE), tras penetrar al interior de la célula, reside en el citoplasma
emitiendo fluorescencia azul (en condiciones no oxidantes), mientras que
en presencia de Oz  se oxida rapidamente a etidio intercalandose en el
ADN y emitiendo fluorescencia roja (E+). Para la excitacién de la misma se
utilizé6 un laser de argén de 488nm y un filtro de pico de emisién de
590nm fue utilizado para su deteccion. El hidroetidio puede ser oxidado
por otras ROS celulares tales como el peréxido de hidrégeno, HOCI o
ONOO-. No obstante, y dado que dicha oxidacion es mucho mas lenta que la
llevada a cabo por el anién superoéxido, cuando la adquisicién se lleva a
cabo a tiempos cortos esta sonda proporciona una fluorescencia

especificamente producida por dicho anidn.
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La determinacidn del potencial de membrana mitocondrial se llevo a cabo
con el cation lipofilico 3,3'-Dihexiloxacarbocianina iodide (DIOC6(3)) para

el que la célula es completamente permeable.

Este cation se incorpora a la mitocondria en funcion del estado energético
de la misma emitiendo fluorescencia verde (483-488nm). Un total de
250.000 ceélulas fueron incubadas durante 20 min en oscuridad a 372C y
5% de CO2 en 250 ul de medio de cultivo RPM], sin FBS, conteniendo HE
(2uM) y DIOC6(3) (10nM). Posteriormente las muestras fueron adquiridas
en un citometro BD FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, CA)

utilizando los canales FL-1 y FL-2 respectivamente.

Los correspondientes analisis cuantitativos se realizaron con el software
BD FACSDiva™(Becton Dickinson, San Jose, CA). En el caso de que se
utilizasen antioxidantes, los pre-tratamientos con los mismos siempre
fueron de 1h, la NAC se utiliz6 a una concentracion final de 10uM, el GSH a
25mM y la porfirina de manganeso Mn(II[)TMPyP se us6 a una

concentracion final de 50 ug/ml.

Los niveles de H;0, fueron determinados utilizando 2,7 ' -
Diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) Sgima-Aldrich (St.Louis, MO). El
diactetato de diclorofluoresceina penetra en la célula donde es hidrolizado
a diclorofluoresceina que queda atrapada en el interior celular, gracias a
su baja permeabilidad, donde es oxidada, principalmente por peroéxido de
hidrégeno, emitiendo fluorescencia en verde. Un total de 250.000 células
fueron sembradas en placas de 24 pocillos con el EPS B100S e incubadas

durante 30 minutos con DCFH-DA (10uM), en oscuridad y a 372C.
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Posteriormente las muestras fueron lavadas dos veces con 2ml de PBS y
resuspendidas en 250ul de este buffer salino para ser adquiridas en un
citbmetro de flujo FACScan y analizadas con el software Cell Quest (BD
Biosciences, San Jose, CA). La exitacion se llevo a cabo a 504nm y la

fluorescencia se midi6 en FL-2 (529nm).

Las células Jurkat fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a una
concentracion de 250.000 cels/ml/pocillo, durante 0, 2, 4, 6, 8 o 24 h.
Tanto los controles sin tratar como las células tratadas con B100S
50ug/ml fueron lavadas en PBS y tefiidas, durante 15 min, con
monoclorobimano 10uM (mBCl) (Life Technologies, EU, Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Espafia ). Esta sonda no emite fluorescencia hasta que
se conjuga con tioles de bajo peso molecular intracelulares como el GSH o

la N-acetilcisteina.

Los aductos formados por la uniéon del mBCl al GSH emiten fluorescencia
a una longitud de onda de 490nm, tras ser excitados a 394 nm, por lo que
la adquisicion se llevé a cabo con un filtro de 440/40 tras la excitacion de
las muestras con un laser ultravioleta (UV) de 405nm, en un sorter BD
FACSAria™(Becton Dickinson, San Jose, CA). Los correspondientes analisis

se realizaron con el software BD FACSDiva™(Becton Dickinson).

El array se llevo a cabo con las lineas celulares Jurkat (leukemia T) y PA-1
(teratocarcinona ovarico humano), sin tratar o tratadas con el EPS B100S

a una dosis de 50ug/ml.
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Se realizaron triplicados de cada una de las condiciones y 4h o 6h después
del tratamiento se recogieron las muestras, junto a sus respectivos
controles, para ser sometidas a un analisis de expresién de genoma
completo en una plataforma de microarray de alto rendimiento (High
resolution C scanner (Agilent Technologies, EEUU). El ARNm fue aislado
utilizando RNeasy Mini Kit /Qiagen, Spain) de acuerdo con el protocolo
recomendado por el fabricante. La calidad del ARN aislado fue
determinada con un NanoDrop (Thermo, Spain) y con un Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies, Sapin). Solo se procesaron aquellas muestras
que presentaban una ratio A260/A280 entre 1,8 y 2,1, y cuya ratio
28S/18S estuviese entre 1,5 y 2. La preparacion de las muestras y la
hibridacién del Micoarray en la plataforma High resolution C scanner
(Agilent Technologies, EEUU) fueron llevados a cabo por el grupo de
citogenética y biologia molecular del Banco Andaluz de Células Madre. Los
datos fueron procesados, normalizados y corregidos con el software High
Resolution Microarray Scanner Scan Control 8.5.1 (Agilent Technologies,

EEUU).

Para la identificacién de los cambios mas significativos en la expresion
génica, los datos obtenidos del microarray fueron filtrados tomando
logaritmos en base 2 de todas las ratios tratamiento con B100S/ausencia
de tratamiento. Para considerar que un gen presentaba diferencias de
expresion (tratamiento vs ausencia de tratamiento) se establecié que la
ratio debia de ser superior a 2 para los genes upregulados cuya expresion
se incrementase e inferior a 2 para aquellos downregulados en los que
disminuyese la expresion, y el p-valor debia de ser inferior a 0,05. El
analisis de vias celulares se llevo a cabo con la herramienta GeneSpring
pathways analysis, que permite agrupar aquellos genes con cambios en su
expresion dentro de vias celulares concretas mediante un analisis de
enriquecimiento funcional. Se tom6 como backgorund una lista de 13.500
genes cuya expresion variaba entre la linea de células Jurkat con cualquier

p-valor y indice de regulacidn.
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VI.RESULTADOS
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Datos previos demostraron que el EPS B100S era capaz de inducir
apoptosis en diversas lineas celulares tumorales del linaje hematopoyético
siendo especialmente activo sobre las lineas leucémicas T CEM-6, MOLT-4
y Jurkat. Asi mismo, pudimos observar que no resultaba toxico para los
linfocitos de sangre periférica extraida de pacientes sanos. Teniendo en
cuenta estos datos decidimos determinar cual era la principal via de
inducciéon de apoptosis utilizada por este EPS, asi como ,caracterizar los

componentes de la misma.

La cinética de activacion de caspasas inducida por B100S en células Jurkat
determiné que en primer lugar se producia la activacion de la caspasa-9, a
las 4 h de tratamiento, seguida por las caspasas -8 y -3 cuyos cortes se
podian detectar, mediante inmunoblot, 6 horas después de adicionar el
EPS B100S en el cultivo (Ruiz-Ruiz et al., 2011). Para determinar cual era
la via de induccion de apoptosis utilizada por el exopolisacarido B100S,
decidimos analizar una serie de eventos mitocondriales caracteristicos de

la via intrinseca.

Dado que la activacion y formacion de poros en la MME llevada a cabo por
los miembros pro-apoptoéticos de la familia Bcl2, Bax y Bak, es un evento
crucial en la via intrinseca de induccién de apoptosis (Dewson and Kluck,
2009; Dewson et al,, 2009; Leshchiner et al,, 2013) , decidimos determinar

el estado de activacion de las mismas.
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Dado que nuestras células Jurkat carecen de Bax (Ruiz-Magana et al,
2012) estudiamos la activacidon de la proteina pro-apoptética Bak. Para
ello, se realiz6 una cinética de activacién mediante citometria de flujo,
utilizando un anticuerpo anti-Bak que se une al extremo N-terminal de
dicha proteina, cuando los cambios conformacionales que sufre esta,
durante su activacion, muestran el mencionado epitopo no accesible en la

forma inactiva (Griffiths et al., 1999; Nechushtan et al., 1999).

La cinética, representada en la figura 1, indica que se produce una
activacion temprana de Bak a las 6 horas de tratamiento. No obstante, y
dado que esta proteina participa en las fases iniciales del proceso
apoptdtico mitocondrial, a medida que avanza el tratamiento sus niveles
de activacion descienden hasta regresar a un estado basal a las 24h,
cuando se detectan los mayores porcentajes de apoptosis. Es probable que
al haber finalizado la fase de demolicidn celular ya no se pueda detectar la

fluorescencia debida al anticuerpo a las 24 h de tratamiento.
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Figura 1. Cinética de activacion de Bak y apoptosis en respuesta al tratamiento con B100S.
A) Las células Jurkat fueron tratadas con el EPS B100S a la dosis 50ug/ml y a los tiempos indicados
(6h, 8h y 24h), se determind, mediante citometria de flujo, el porcentaje de células que presentaban
activacion de Bak. B) Determinacién del nimero de células apoptoticas tras el tratamiento con el
EPS B100S a una concentraciéon de 50ug/ml durante los tiempos indicados. Se muestran las medias
correspondientes a 4 experimentos independientes, las barras de error muestran la SD de los
mismos y los asteriscos hacen referencia a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al
comparar las células tratadas respecto a los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p<
0,001).
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La sobreexpresion de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-xL protege
frente a la apoptosis desencadenada por numerosos estimulos en
diferentes sistemas experimentales (Panaretakis et al., 2002). La funcién
principal de ambas proteinas es impedir el desarrollo del proceso
apoptogénico, a través de la via intrinseca, obstaculizando Ia
permeabilizacion de la MME llevada a cabo por Bax y Bak. Para avanzar en
el estudio de la participacion de la via mitocondrial en la induccién de
apoptosis llevada a cabo por B100S sobre células Jurkat, se
sobreexpresaron los miembros anti-apoptoticos de la familia Bcl-2: Bcl-2 y

BCl-xL.

Para ello, se utilizaron células Jurkat transfectadas con el vector de
expresion pCDNA3 vacio (control) o portando el cDNA del gen Bcl-2 o Bcl-
xL (Boix et al., 1998), comprobandose los niveles de expresion de cada una
de estas proteinas en las lineas correspondientes mediante western blot
(figura 2). La sobreexpresion de Bcl-2 y Bcl-xL en la poblacién global de
células transfectadas no fue muy elevada (figura 2A), por lo que ambos
tipos de células fueron sometidos a un proceso de clonacién por dilucién
limite con el objeto de obtener poblaciones celulares con una alta

expresion de dichas proteinas antiapoptoticas (figura 2 B y C).
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Figura 2. Determinacion de los niveles de expresion de Bcl-2 o Bcl-xL en células Jurkat
sobreexpresando dichas proteinas. A) Determinacion de los niveles de expresiéon de Bcl-2 y Bcl-xL
en células Jurkat, transfectadas con vectores de expresién portando el cDNA de estas proteinas,
mediante Western- blot. A) Niveles de expresion previos al subclonaje por dilucién limite Se
comparan los niveles de expresién de sendas proteinas con respecto a la linea parental JHM1 (no
transfectadas). Las células control (pCDNA), transfectadas con el vector vacio (primer carril), o con
los vectores de expresiéon pCDNA3Bcl-2 (tercer carril) y pCDNA3/Bcl-xL (cuarto carril); B y C)
Niveles de expresion tras el subclonaje. Las células control (pCDNA), transfectadas con el vector
vacio, nos muestran los niveles basales de expresion de estas proteinas en células Jurkat (primer
carril en ambas figuras). Los niveles de 3-actina se muestran como control de carga.

Una vez obtenidos los diferentes clones celulares, estos fueron sometidas a
un tratamiento de 24h con diferentes dosis del EPS B100S, cuyos

resultados se muestran en la figura 3.

Tal y como se puede observar, la sobreexpresion de las proteinas anti-
apoptéticas Bcl-2 y Bcl-xL protege a las células Jurkat de la apoptosis
inducida por el EPS B100S a todas las dosis. Ademas, dicha proteccién se
correlaciona directamente con los niveles de expresion de ambas
proteinas, de forma que, cuanto mayor es la expresion de Bcl-2 o Bcl-xL en
las lineas, mayor es la proteccion que estas experimentan. Asi, la linea
control no transfectada (pCDNA-3) es la que mayores porcentajes de
apoptosis presenta, mientras que las lineas Bcl-2 (H25 y L15) y Bcl-xL
(H15), con niveles de expresion muy elevados, muestran una completa
inhibiciéon del proceso apoptoético, con porcentajes de apoptosis, en

ocasiones, incluso inferiores a los obtenidos en la linea control sin tratar.
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Sin embargo, el clon G10, en el que se detecta un nivel de expresion
intermedio de Bcl-2, presenta un porcentaje de apoptosis intermedio entre

el obtenido en las células control (pCDNA-3) y los clones H25, L15 y H15.

Se utilizé doxorubicina como control positivo ya que se trata de una droga
genotoxica que induce apoptosis por la via mitocondrial y, por tanto, estos
clones deberian de estar protegidos frente a la accion de la misma

(Kaufmann and Earnshaw, 2000).
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Figura 3. La sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-xL protege a las células Jurkat de la apoptosis
inducida por B100S. Las células Jurkat transfectadas con el vector vacio (pCDNA3), el vector
pCDNA3 portando cDNA de Bcl-2 (G10, H25 y L15) o de Bcl-xL (H15) fueron tratadas durante 24h
con las dosis de 500ug/ml, 50ug/ml y 5ug/ml del EPS B100S (indicadas en la leyenda) o con
Doxorubicina (500ng/ml). El porcentaje de células apoptoéticas se determind mediante tincién con
ioduro de propidio (sub-G1) en un citémetro de flujo. Las medias corresponden, al menos, a 3
experimentos independientes, las barras de error muestran la SD de los mismos y los asteriscos
hacen referencia a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al comparar las células
tratadas respecto a los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p< 0,001). También se
muestra en la tabla los datos correspondientes a los porcentajes medios de apoptosis en forma de
tabla. Los niveles de expresiéon de ambas proteinas panti-apoptdticas se confirmaron, mediante
inmunoblot, en el momento en el que se realizaron los experimentos de apoptosis.

Con el proposito de determinar cuales eran los umbrales de expresion de
ambas proteinas a los que se producia la mencionada proteccion
utilizamos células con niveles de expresidn intermedios y bajos de Bcl-2 y
Bcl-xL.
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También quisimos comprobar si se producia activacion de caspasas
inciadoras, como la caspasa-8, y efectoras, como la caspasa-3 en las lineas
Bcl-2 (L15) y Bcl-xL (H15) y establecer una comparacién con respecto a
las células control no tratadas (pCDNA3) y el clon D25, que expresa
niveles bajos de Bcl-2 (figura 4, western encuadrado). Para ello,
sometimos a las diferentes lineas a un tratamiento de 8 horas con la dosis
intermedia del EPS B100S (50ug/ml), pudiendo comprobar que solo se
producia corte de las mencionadas caspasas y degradacion de PARP en el

control transfectado con el vector vacio y en el clom Bcl-2 D25 (figura 4).
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Figura 4. La sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-xL bloquea la activacién de caspasas iniciadoras y
efectoras inducida por B100S en células Jurkat. Las células Jurkat transfectadas con el vector
vacio (pCDNA3), el vector pCDNA3 portando el cDNA Bcl-2 (D25 y L15) y Bcl-xL (H15) o de Bcl-xL
(H15) fueron tratadas durante 8h con las dosis de 50ug/ml del EPS B100S. Se obtuvieron extractos
citosélicos que fueron estudiados por western blot para la deteccidn del corte de las caspasas-8 y -3
o de la proteina nuclear PARP (diana de la caspasa-3) utilizando anticuerpos especificos para cada
una de ellas. Las bandas observadas corresponden a los fragmentos resultantes del procesamientos
de estas proteinas: caspasa-3 (20 y 17 kDa), caspasa-8 (43 y 41 kDa) y PARP (85 kDa). También se
muestran los niveles de expresién de Bcl-2 (26 kDa) y Bcl-xL (30 kDa) de cada una de las lineas en
el western blot enmarcado en un recuadro negro. Como control de carga se utiliz6 p-actina.

Dada la gran importancia que tiene la activacidon de Bak en la induccién de
apoptosis por la via intrinseca, decidimos determinar si B100S era capaz
de activar a esta proteina pro-apoptodtica, incluso cuando se

sobreexpresaban las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-xL.
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En la figura 5 se puede comprobar como tras el tratamiento con B100S se
produce activacion de Bak en la linea control (pCDNA3) pero esta no tiene
lugar, o es muy débil, en las lineas que sobreexpresan las proteinas anti-

apoptdticas indicadas.
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Figura 5. La sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-xL bloquea la activacién de Bak inducida por B100S
en células Jurkat. Las células Jurkat transfectadas con el vector vacio (pCDNA3), el vector pCDNA3
portando el cDNA Bcl-2 (L15) o Bel-xL (H15) fueron tratadas durante 8h con las dosis de 50ug/ml
del EPS B100S. El porcentaje de células con activacién de Bak se determind, mediante citometria de
flujo, utilizando un anticuerpo frente a esta proteina esta activa. Se muestran las medias
correspondientes a 3 experimentos independientes. Las barras de error muestran la SD de los
mismos y los asteriscos hacen referencia a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al
comparar las células tratadas respecto a los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p<
0,001).

Dado que el corte de la caspasa inciadora -8 puede ser llevado a cabo por
diversas caspasas efectoras y teniendo en cuenta que la activacion de la
caspasa-9 es un evento crucial en el via intrinseca de induccion de
apoptosis, decidimos estudiar el posible efecto del EPS B100S sobre una
linea de células Jurkat que carecia de la mencionada caspasa (clon
denominado Jurkat w/o C9). Como control positivo se utilizé la misma
linea de células reconstituida, mediante electroporacién, con un vector

que portaba el cDNA de la pro-caspasa-9 unido a una cola Flag en su

103



extremo N-terminal (clon Jurkat Co) (ver materiales y métodos) y las

células Jurkat JHM1.

Las tres lineas, Jurkat, w/o Co, Jurkat Co y Jurkat fueron tratadas con la
dosis indicadas de EPS B100S, comprobando que el proceso apoptogénico
inducido por este exopolisacarido estaba totalmente inhibido en ausencia
de caspasa-9 (Figura 6). La linea jurkat Co, en la que se habia reconstituido
la expresion de dicha caspasa, demostroé tener una sensibilidad intermedia
a la apoptosis, inducida por este EPS, al ser comparada con la linea
deficiente y con las Jurkat utilizadas de referencia por nuestro grupo.
Estos datos demuestran la gran importancia que tiene la activacion de la
caspasa-9 en el proceso apoptogénico disparado por el EPS B100S en

células Jurkat.
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Figura 6. La ausencia de caspasa-9 bloquea la apoptosis inducida por B100S en células Jurkat.
Las células Jurkat deficientes en caspasa 9 (Jurkat, w/o C9), las reconstituidas con el cDNA de la
pro-caspasa-9y las utilizadas como referencia por nuestro laboratorio fueron tratadas con las dosis
indicadas de EPS B100S durante 24h, tras las cuales se determin6 el porcentaje de células
apoptdticas mediante tincién con ioduro de propidio (sub-G1), utilizando un citémtetro de flujo.
Los resultados corresponden a las medias de 2 experimentos independientes, las barras de error
muestran la SD de los mismos y los asteriscos hacen referencia a los valores obtenidos tras el
calculo de la t de Student al comparar las células tratadas respecto a los controles sin tratar (*p<
0,05; ** p< 0,005 y *** p< 0,001). También se muestran los datos numéricos correspondientes a los

porcentajes medios de apoptosis en forma de tabla
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La permeabilizaciéon de la MME perturba la integridad de las membranas
mitocondriales, desencadenando una caida del AWm, produccién de ROS y
liberacion al citosol de factores pro-apoptéticos del espacio
intermembrana (revisado por (Heath-Engel and Shore, 2006)). Por otro
lado, se ha descrito que las ROS actian como mediadores bioquimicos del
proceso apoptotico y numerosas drogas inducen apoptosis en distintos
sistemas, al menos parcialmente, a través de la produccién de las mismas,
especialmente 02"y H202 (Cai et al., 2008; Circu and Aw, 2010; Sinha et al,,
2013).

Dado que, tanto la disipacién del potencial AWm como la produccion de
ROS son eventos estrechamente ligados a la apoptosis que tiene lugar a
través de la via mitocondrial, decidimos estudiar la dindmica de ambos
acontecimientos en el proceso apoptogénico desencadenado por B100S en
células Jurkat. Para la determinacién del AWm se utiliz6 DIOCs un cation
lipofilico fluorescente que se incorpora a la mitocondria en funcién del
estado energético de la misma, mientras que la produccién de Oz se llevo a
cabo con la sonda fluorescente dihidroetidina (HE) que tras ser oxidada
por el anion superdxido emite fluorescencia roja. Por tanto, los descensos
en el AWm se observaran como una caida de la fluorescencia verde debida

al DIOCs y la produccién de ROS como un aumento de la fluorescencia roja.
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Figura 7. El EPS B100S induce caida del potencial AWYm, producciéon de ROS y apoptosis en
células Jurkat pero no en células HL-60 . Las lineas tumorales Jurkat y HL-60 fueron tratadas con
una dosis intermedia del EPS B100S (50ug/ml) durante los tiempos indicados, tras los cuales se
evalu6 la produccién de Oz, la caida del A®m y el porcentaje de células apoptéticas. La produccién
de Oz se determind utilizando una sonda fluorescente especifica (HE), para detectar la caida del
AWm se utiliz6 el catién lipofilico (DiOCe) y el porcentaje de células apoptéticas se determind
mediante tincién con ioduro de propidio (sub-G1). La deteccién de cada uno de estos paradmetros se
llevo a cabo en un citémetro de flujo, tal y como se indica en el apartado materiales y métodos. En la
figura A se muestra una cinética representativa de varios experimentos, los paneles superiores
corresponden a la linea de células tumorales Jurkat, mientras que, los paneles inferiores
corresponden a la linea HL-60. B) Porcentaje de células apoptoticas correspondiente a la cinética
representativa de la figura A, ambas determinaciones se realizaron en paralelo.
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En la figura 7 se muestran los resultados correspondientes a la cinética de
producciéon de especies reactivas del oxigeno, caida del AWm (7A) y
apoptosis (7B) desencadenada por el EPS B100S en células T leucémicas
(Jurkat) y en la linea de leucemia promielocitica HL-60. Tal y como se
puede ver, B100S induce wuna despolarizacion de la membrana
mitocondrial, en células Jurkat, a las 8h de tratamiento. Esta
despolarizacion parece preceder a la produccion de Oz, dado que 8 horas
después de adicionar el exopolisacarido, la caida de A¥m es superior a la
produccion de anidn super-6xido . Sin embargo, ninguno de estos eventos
puede ser detectado en la linea HL-60 puesto que el EPS B100S induce una
apoptosis muy leve en la misma. Por tanto, estos datos parecen indicar que
la produccién de ROS y la caida del AWm son eventos importantes y

especificos de la induccién de apoptosis llevada a cabo por este polimero.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) pueden producirse como
consecuencia del proceso apoptoético, pueden colaborar en la ejecucion del
mismo y también desencadenar apoptosis en respuesta a diversas drogas
quimioterapéuticas. Por tanto, determinar la cinética de produccion de
ROS y la importancia relativa de estos, en el proceso apoptogénico dirigido
por el exopolisacarido B100S, es importante para caracterizar los

mecanismos utilizados por este EPS.
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Tal y como ya se indico, la produccion de Oz en nuestro sistema se
detectaba con posterioridad a la caida del AWm, observandose niveles
altos en las etapas finales del proceso apoptotico, cuando los porcentajes
de apoptosis eran maximos, a las 24 horas de tratamiento (figura 7). No
obstante, en las etapas inciales del proceso apoptético la célula conserva
su capacidad antioxidante y dado que el anién superdxido tiene una vida
media muy corta, y suele ser rapidamente dismutado a peroxido de
hidrégeno (Freeman and Crapo, 1982), decidimos estudiar la produccion
de H20 tras el tratamiento con B100S. La cinética de produccion de H20;
en células Jurkat demuestra que las especies reactivas del oxigeno
comienzan a producirse al inicio del tratamiento, en etapas
extremadamente tempranas del mismo (figura 8 A). Por tanto, parece que
el EPS B100S dirige una acumulacion de peroéxido de hidrégeno casi
inmediata, resultado de la dismutacién del anién superoxido. Los niveles
de H20; descienden, por debajo de los encontrados en las células sin
tratar, a las 8 horas de tratamiento, momento en el que se comienza a
detectar una produccion de Oz que pasa de un 1,3% (6 h) a un 8,9%.

(figura 7 y 8 B).
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Figura 8.Cinética de la produccion de H:0: inducida por el EPS B100S en células jurkat. Las
células fueron tratadas a los tiempo indicados con una dosis intermedia del EPS B100S (50ug/ml).
La produccién de Hz02 se llevo a cabo, mediante citometria de flujo, utilizando la sonda
fluorescente DCFH-DA, tal y como se describi6 en los materiales y métodos. El grafico representa el
porcentaje de células con una elevada produccién de peréxido de hidrégeno. Los resultados
corresponden a las medias de 3 experimentos independientes, las barras de error muestran la SD
de los mismos y los asteriscos hacen referencia a los valores obtenidos tras el calculo de la t de
Student al comparar las células tratadas respecto a los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y
*#* p< 0,001). B) Cinética de producciéon de DCFH-DA y Oz- en células Jurkat.
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La deplecion del GSH intracelular es un fendmeno comun durante la
apoptosis, marcando la progresion de este proceso (Franco et al., 2007;
Franco et al, 2009; Ortega et al.,, 2011). Ademas, el balance GSH/GSSG
ofrece una buena medida del estrés oxidativo celular (Krebs and Gascoyne,
1968; Rebrin and Sohal, 2004). Por tanto, estudiamos la evolucion del GSH;
durante la apoptosis inducida por B100S en células Jurkat (figura 9). La
variacion de los niveles de GSH; se determind utilizando una sonda,
conocida como monoclorobimano (mBCl), que forma aductos con el GSH
intracelular. Asi, las células con niveles reducidos de este tiol presentaran
una menor fluorescencia que aquellas cuyos niveles de GSH no se hayan

deplecionado.
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Figura 9.Cambios en los niveles de GSH intracelulares (GSHi) durante la apoptosis inducida por
el EPS B100S en células jurkat. Las células fueron tratadas a los tiempos indicados con una dosis
media del EPS B100S (50ug/ml). La caida del GSHi total fue determinada mediante la sonda
fluorescente monoclorobimano (mBCl), tal y como se describe en el apartado materiales y métodos.
A) Citometria representativa de 2 experimentos independientes. B) Cuantificaciéon de la cinética
mostrada en la figura A. C) Determinacién del niumero de células con niveles bajos de GSHi (P2+P3)
a las 6 y 24h de tratamiento con B100S. Los resultados corresponden a las medias de 2
experimentos independientes, las barras de error muestran la SD de los mismos.

En el panel 9 A se muestra la citometria de la caida del GSH; con el tiempo.
A medida que avanza el tratamiento con B100S se observan 3 poblaciones,
que a las 6h ya estan claramente definidas. La células con niveles dptimos
de GSH; constituyen la poblacion denominada P4, aquellas células en las
que el GSH; comienza a caer conforman la poblacién P3 y, por ultimo, la
poblacion P2 estaria formada por células con deplecién severa (figura 9
A). La poblacion P4 sufre un descenso progresivo a lo largo del

tratamiento cayendo por debajo del 30% cuando este toca a su fin.
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No obstante, la poblacion P3, con niveles intermedios de este tiol, crece en
las etapas inciales del proceso apoptogénico, hasta alcanzar un procentaje
maximo (54,2%) a las 6h de tratamiento, dando lugar a la poblacién P2 a
partir de este momento (figura 9 A, B y C). P2 comienza a crecer a las 6h
de alcanzando su porcentaje maximo (45,8%) a las 24h de tratamiento,
cuando la poblacién P3 ya ha descendido significativamente (figura 9 B).
Por tanto, el exopolisacarido B100S produce una caida progresiva de los

niveles de GSH; que, ademas, correlaciona con la cinética de ROS.

La N-Acetil-Cisteina (NAC) es un derivado del aminoacido cisteina que
contiene azufre y actua como precursor en la sintesis de GSH. La NAC
penetra al interior celular mediante transporte directo, donde sera
deacetilada para servir como fuente de cisteina y depurador de ROS

(Kowaltowski et al., 1998).

La producciéon de GSH tiene lugar en dos pasos, el enzima y-glutamilcistein
sintetasa cataliza la uniéon de L-glutamato y cisteina para formar un
dipéptio sobre el que actua entonces el enzima GSH sintetasa catalizando
la adicién de glicina. Dado que la primera, de estas dos reacciones es la que
va a limitar la sintesis de glutation celular, la NAC proporcionara cisteina
suficiente como para que la sintesis de este tiol no se detenga y pueda

eliminar los peréxidos producidos por el EPS B100S en células Jurkat.

Para determinar si la produccion ROS es critica en la induccion de
apoptosis por el polimero B100S pre-tratamos las células Jurkat con NAC
10 uM durante 1h, antes de afiadir el EPS B100S a una concentraciéon de

50ug/ml.
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Figura 10. Efectos del antioxidante NAC sobre el proceso apoptogénico desencadenado por el
EPS B100S en células Jurkat. Las células fueron pre-tratadas durante 1h con NAC (10uM) y
posteriormente tratadas, a los tiempos indicados, con el EPS B100S (50ug/ml). A) Porcentaje de
células apoptoéticas en P/A de NAC; B) Inmunoblot de los lisados obtenidos a las 8h de tratamiento
que fueron sometidos a western blot para la deteccidon del corte de las caspasas-9 y -8 o de la
proteina nuclear PARP (diana de la caspasa-3) utilizando anticuerpos especificos para cada una de
ellas. Las bandas observadas corresponden a los fragmentos resultantes del procesamientos de
estas proteinas: caspasa-9 (37 y 35 kDa), caspasa-8 (43 y 41 kDa) y PARP (85 kDa). C y D)
Disipacién del potencial de membrana mitocondrial y produccién de Oz, tras el tratamiento con
B100S, en P/A de NAC. E) Citometria representativa de 4 experimentos independientes El
porcentaje de células apoptéticas se determiné mediante tincién con ioduro de propidio (sub-G1),
la produccién de Oz y la caida del AWm se detectaron utilizando las sondas especificas HE y DiOCe,
respectivamente., mientras que la produccién de H202 se determiné con DCFH-DA. Las barras de
error muestran la SD de 3 experimentos independientes y los asteriscos hacen referencia a los
valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al comparar las muestras indicadas (*p< 0,05; **

p< 0,005 y *** p< 0,001).
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El antioxidante NAC protege completamente de la apoptosis (figura 10 A),
corte de caspasas inciadoras (caspasa-9 y caspasa-8) y degradacion de
PARP (figura 11 B) a tiempos cortos. Sin embargo, a las 24 horas de
tratamiento se observa produccion de Oz, aunque esta es
significativamente menor que en las células tratadas solo con B100S. No
obstante, la NAC si logra proteger de la apoptosis y caida del A¥Ym a
tiempos largos (figura 10 A, C, D y E) Ademas, el pretratamiento con NAC
logra inhibir completamente la produccién de Hz0> a las 8h, sin embargo,
su accion parece verse superada a las 24 horas de tratamiento donde la
inhibicion, de nuevo, es parcial. No obstante, parece que este antioxidante
si logra proteger, muy significativamente, a las células Jurkat de la caida

del potencial de membrana a tiempos largos (figura 10 Cy E).

Para descartar que el efecto de la NAC sobre la caida del potencial AWm
observado se debiese al propio antioxidante y no al incremento que este
produce en los niveles de GSH, pre-tratamos las células Jurkat durante 1h
con GSH (25mM) permeable antes de adicionar el EPS B100S.
Observamos que el glutation protege a las células Jurkat de la caida del
potencial de membrana mitocondrial pero no de la produccién de anién
superoxido (figura 11). La proteccién que confiere el GSH frente a la
producciéon de Hz02 y la apoptosis es similar a la ejercida por la NAC
(datos no mostrados). En conclusion el aumento de los niveles de GSH
intracelulares no logra inhibir completamente la produccién de peréxido
de hidrogeno y anion superoxido por B100S en células Jurkat, a pesar de la
proteccion casi completa, observada en la caida del potencial A¥m y en la

muerte por apoptosis.
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Figura 11.Efectos del glutation sobre la produccién de ROS desencadenada por el EPS B100S en
células Jurkat. Las células fueron pre-tratadas durante 1h con GSH (25mM) y posteriormente
incubadas, a los tiempos indicados, con el EPS B100S (50ug/ml) para ser tefiidas con HE y DIOC6 y
analizadas en un citometro de flujo. Se muestra una citometria representativa de 2 experimentos

independientes..

Dado que el antioxidante NAC, de naturaleza tiolica, inhibe la apoptosis
pero no observamos una inhibicién completa de la produccién de ROS,
decidimos utilizar otro tipo de antioxidante que inhibiese la produccion de
estos para asi poder confirmar su papel en la muerte celular inducida por

el EPS B100S en células Jurkat.

Las metaloporfirinas, tales como las porfirinas de manganeso
Mn(III)TMPyP y MnTBAP, son antioxidantes cataliticos no especificos que
actian como miméticos de la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa,
catalizando la descomposicién de los peroxinitritos (ONOO-) y actiando
como deplectores de perdxidos lipidicos (Day et al., 1997; Dolphin et al,,
1971; Hunt et al., 1997).
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La determinacion del efecto de la porfirina de manganeso Mn(II[)TMPyP
sobre la apoptosis, desencadenada por B100S en células Jurkat, se
determin6 a diferentes tiempos utilizando una dosis intermedia
(50ug/ml) de este EPS sobre la linea tratada previamente, durante 1h, con

dicha metaloporfirina a una concentracién de 250uM.
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Figura 12. Efectos del antioxidante MN(III)TMPyP sobre el proceso apoptogénico
desencadenado por el EPS B100S en células Jurkat. Las células fueron pre-incubadas con
MN(II)TMPYP (50ug/ml) y posteriormente tratadas, a los tiempos indicados, con el EPS B100S
(50ug/ml). A) Porcentaje de células apoptdticas en P/A de NAC; B) Porcentaje de células con
elevada produccién de Oz; C) Células con descenso en su potencial de membrana mitocondrial y D)
Células en las que se detecta activacién de Bak, tras el tratamiento con B100S, en P/A de
Mn(III)TMPyP. Las barras de error muestran la SD de, al menos, 3 experimentos independientes y
los asteriscos hacen referencia a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al comparar
las muestras indicadas (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p< 0,001). El porcentaje de células apoptoéticas
se determind mediante tinciéon con IP (sub-G1), la producciéon de Oz  y la caida del AWm se
detectaron utilizando las sondas especificas HE y DiOCe, respectivamente. Mientras que la
activacion de Bak se llevé a cabo utilizando un anticuerpo especifico. Todas las determinaciones se
realizaron por citometria de flujo.

La porfirina de manganeso Mn(III)TMPyP protege a las células Jurkat de la
apoptosis (figura 12 A), produccién de ROS (figura 12 B), caida del
potencial de membrana (figura 12 C) y de la activacién de Bak (figura 12

D) tanto a tiempos cortos o como a las 24h de tratamiento.
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Bcl-2 no solo protege de la apoptosis obstaculizando la liberacion
mitocondrial de citocromo c, sino que, ademas, reduce la formacion de
ROS (Esposti et al., 1999) y previene la peroxidacion lipidica derivada de
dicha produccion (Esposti et al.,, 1999; Hockenbery et al., 1993). Por otro
lado, tanto Bcl-2 como Bcl-xL inhiben la apertura del poro mitocondrial de
permeabilidad transitoria (Marzo et al, 1998; McCommis and Baines,

2012).

Teniendo en cuenta estos datos, decimos determinar cual era el efecto de
la sobreexpresion de ambas proteinas anti-apoptdticas sobre el estrés

oxidativo provocado por el EPS B100S en células Jurkat.

En primer lugar medimos la produccion de peroxido de hidrégeno en
respuesta al tratamiento con B100S (50ug/ml), comprobando que solo se
producia Hz02 en la linea control pCDNA3 (transfectada con el vector
vacio) pero esta no tenia lugar en los clones que sobreexpresan Bcl-2 o

Bcl-xL a ninguno de los tiempos estudiados (8 y 24h) (figura 13).
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Produccién de H,0, (DCFH-DA)

Figura 13.La sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-xL bloquea la produccion de Hz0: inducida por el
EPS B100S en células Jurkat. Citometria representativa de dos experimentos independientes. Las
células Jurkat transfectadas con el vector vacio (pCDNA3), el vector pCDNA3 portando cDNA de Bcl-
2 (L15) o de Bcl-xL (H15) fueron tratadas durante 8h (panel superior) o 24h (panel inferior) con el
EPS B100S (50ug/ml) tras las cuales se evalu6, por citometria de flujo, la produccién de H202
utilizando la sonda especifica DCFH-DA.

Los resultados obtenidos al medir la produccion de Oz y la caida del AWm
fueron similares a los observados con el peréxido de hidrogeno (figura
15). La sobreexpresion de ambas proteinas anti-apoptdticas protege a las

células jurkat de ambos eventos a las 8h y 24h de tratamiento con B100S

(50ug/mi).
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Figura 14.La sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-xL inhibe la caida del potencial AWm y la
produccion de Oz inducida por el EPS B100S en células jurkat. Citometria representativa de, al
menos, 3 experimentos independientes. Las células Jurkat transfectadas con el vector vacio
(pCDNA3), el vector pCDNA3 portando cDNA de Bcl-2 (L15) o de Bcl-xLl (H15) fueron tratadas
durante 8h (panel superior) o 24h (panel inferior) con el EPS B100S (50ug/ml) tras las cuales se
evaluo6, por citometria de flujo, la produccién de Oz y la caida del potencial de membrana

mitocondrial utilizando las sondas especificas HE y DIOC6.

Teniendo en cuenta que la produccion de ROS y el descenso en los niveles
de GSH intracelular favorecen la apertura del poro mitocondrial de
permeabilidad transitoria (MPTPC), los miembros pro- y anti-apoptoticos
de la familia Bcl2 regulan el estado del mismo y dado que este despolariza
la MME e induce apoptosis (Beatrice et al., 1984; Hagenbuchner et al,
2012; Kowaltowski et al., 1998; McCommis and Baines, 2012; Zorov et al.,
2000) decidimos estudiar la posible implicaciéon del mismo en el proceso
apoptogénico desencadenado por B100S en células Jurkat. Para ello
utilizamos Ciclosporina A ya que es el mayor desensibilizador del MPTPC y
el mejor caracterizado. Este inmunosupresor fomenta el cierre del MPTPC
actuando sobre la ciclofilina D, el inico componente del poro mitocondrial
de permeabilidad transitoria sobre el que no existe ninguna discrepancia

(Giorgio et al, 2010).
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Por tanto, se realiz6 un pre-tratamiento de 1h con CsA (50ng/ml) antes de
afiadir el EPS B100S (50ug/ml) y evaluamos el porcentaje de células
apoptdticas, mediante tincion con IP, tras 24 horas de incubacion con el
exopolisacarido. En presencia de este inhibidor el nimero de células que
presentaban tincion con IP era superior al observado en las muestras
tratadas con el EPS en ausencia de CsA (figura 15). La inhibicién del
MPTPC potencia, por tanto, la apoptosis iniciada por el EPS B100S células
Jurkat lo que sugiere que este exopolisacarido no actta a través del poro

mitocondrial de permeabilidad transitoria.
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CELULAS APOPTOTICAS (%)
Control B100S 50ug/ml CsA CsA
50ng/ml +
B100OS
5,94 10,32 36,62 63,06

Figura 15. El1 MPTPC no participa en la apoptosis inducida por B100S sobre células Jurkat. Las
células Jurkat fueron pre-incubadas con CsA (50ng/ml) durante 1h, posteriormente se adicion¢ el
EPS B100S (50ug/ml) en P/A de CsA. El porcentaje de células apoptéticas se determiné mediante
tincién con IP (sub-G1) en un citémetro de flujo. Las medias corresponden a 3 experimentos
independientes, las barras de error muestran la SD de los mismos y los asteriscos hacen referencia
a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al comparar las células tratadas respecto a
los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p< 0,001). También se muestran los datos
numeéricos correspondientes a los porcentajes medios de apoptosis en forma de tabla.
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3. Induccion de apoptosis como respuesta al
tratamiento combinado de B100S con otros
quimioterapéuticos.

Tal y como se describi6 en la introduccion la familia de las MAPK se activa
en respuesta a numerosos estimulos extracelulares e intracelulares, entre
los que se incluyen las ROS, ofreciendo una amplia gama de respuestas que
van desde la proliferacion a la induccion de apoptosis, pasando por el
estimulo de la produccién de ROS (revisado por (Wada and Penninger,
2004)). Para determinar la posible implicacién de estas cinasas se
utilizaron inhibidores de las principales rutas controladas por estas
proteinas. Asi, las células Jurkat fueron pre-tratadas, durante 1h con el
inhibidor de MEK PD-980559 impidiendo la sefializaciéon via ERK, el
inhibidor de p38MAPK SKF-86002 o el inhibidor de JNK SP-600125, para
posteriormente tratar dichas células con el EPS B100S (50ug/ml) durante
24 horas y determinar el efecto de los pre-tratamientos sobre la apoptosis

inducda por B100S.

* Figura 16. Efecto de Ilos
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durante 24h. El porcentaje de células apoptdticas se determindé mediante tincién con ioduro de
propidio (sub-G1) en un citometro de flujo FACScan. Las medias corresponden a 3 experimentos
independientes, las barras de error muestran la SD de los mismos y los asteriscos hacen referencia
a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al comparar las células tratadas respecto a
los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p< 0,001). También se muestran los datos

numeéricos correspondientes a los porcentajes medios de apoptosis en forma de tabla.
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El analisis de los porcentajes de apoptosis (figura 16 y 17) indica que el
unico inhibidor con un efecto estadisticamente significativo sobre la
apoptosis inducida por B100S en células Jurkat es SKF-86002, indicando
que la cinasa p38MAPK esta impicada, al menos parcialmente, en el
proceso apoptogénico dirigido por este exopolisacarido.. La inhibicion de
MEK no parece ejercer ningun tipo de efecto sobre la apoptosis inducida
por B100S y dado que el inhibidor de JNK, SP-600125, indujo apoptosis
por si solo no pudimosvalorar su participacién . Cuando se comparan los
porcentajes de apoptosis obtenidos a las 12 y las 24 horas (figura 17) se
observa claramente que el inhibidor SKF-86002 protege a las células
Jurkat antes de las 12h de tratamiento del tratamiento con B100S (datos

no mostrados).

Figura 17. Efecto del

HCTRL = BI100S (50 1 g/ml) SKF86002 & SKF + B100S inhibidor SKF-86002 sobre

100
la apoptosis en células
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tratamiento con B100S. Las
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40 tratadas con SKF-86002,
durante 1h. Posteriormente,
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[I— _— _- — (50ug/ml) en P/A del
24
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20

h inhibidor, para determinar,
mediante tincién con ioduro de propidio (sub-G1) en un citémetro de flujo FACScan, el porcentaje

de células apoptoticas alas 12 y 24 horas de tratamiento..

121



La via PI3K-PKB/AKT se encuentra sobreactivada en numerosos tipos de
cancer contribuyendo al crecimiento y desarrollo de los mismos mediante
respuestas de tipo anti-apoptotico y proliferativo (revisado por
(Engelman, 2009; Rodon et al, 2013)). Teniendo en cuenta esta
circunstancia, y que muchas veces los tratamientos combinados de
diferentes quimioterapicos mejoran la eficiencia anti-tumoral de los
mismos, decidimos utilizar un inhibidor de la cinasa PI3K, LY-299002,
para determinar si este era capaz de potenciar la acciéon de nuestro

polimero sulfatado.

Comenzamos tratando las células Jurkat durante 24h con el EPS B100S a
una concentracion de 50ug/ml, sin embargo, la induccion de apoptosis con
esa dosis resultd tan elevada que no podiamos observar el efecto del
inhibidor LY-299002 (datos no mostrados). Para determinar si se
producia potenciacién de la muerte al inhibir la cinasa PI3K, se decidio
bajar la concentracién de polimero adicionando B100S a 20ug/ml tras un

pre-tratamiento de 1h con LY-299002.

Los porcentajes de apoptosis en células Jurkat, tras 24 h de tratamiento, se
muestran en la figura 18. Tal y como se puede observar, la inhibicién de la

via PI3K potencia significativamente el efecto del EPS B100S.
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* Figura 18. El inhibidor, LY-299002,

potencia la apoptosis inducida por

el EPS B100S en células Jurkat. Las

células Jurkat fueron pre-tratadas con

LY-299002 (10uM) , durante 1h.
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Control LY 299002 BIOOS LY +BlOOS P 240 después,  determinar,
ZOug/ml mediante tincién con ioduro de

propidio (sub-G1) en un citémetro de
flujo, el porcentaje de células apoptéticas. Las medias corresponden a 3 experimentos
independientes, las barras de error muestran la SD de los mismos y los asteriscos hacen referencia
a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al comparar las células tratadas respecto a

los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p< 0,001).

Para determinar si la accion del EPS B100S depende de la expresion
constitutiva o inducida de ciertas proteinas en la linea leucémica Jurkat se
utilizo cicloheximida (CHX) para inhibir de la sintesis proteica. Por otro
lado, se ha determinado que la CHX puede reducir el efecto citotoxico de
determinados tratamientos, como radiacion X o derivados del nitrégeno,
en células hematopoyéticas normales, al tiempo que sensibiliza frente a
los mismos a las células tumorales (Solary et al., 1993; Weichselbaum et

al,, 1991; Weissberg et al., 1978).

Debido a la toxicidad observada con CHX a la dosis de 1ug/ml las células
fueron incubadas durante 24h con el EPS B100S (50ug/ml) en presencia
de 0,33 ug/ml de CHX, observando una reduccion del 20% en el nimero
de células apoptoticas (figura 19), sugiriendo que la apoptosis llevada a

cabo por el EPS B100S requiere la sintesis de algunas proteinas celulares.
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Figura 19. Efecto
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EPS B100S (50ug/ml) en P/A del
inhibidor y se mantuvo el cultivo durante 24h, para determinar, mediante tincién con ioduro de
porpidio (sub-G1) en un citometro de flujo FACScan, el porcentaje de células apoptoéticas. Las
medias corresponden a 3 experimentos independientes, las barras de error muestran la SD de los
mismos y los asteriscos hacen referencia a los valores obtenidos tras el calculo de la t de Student al
comparar las células tratadas respecto a los controles sin tratar (*p< 0,05; ** p< 0,005 y *** p<

0,001).

También se utilizaron otras drogas anti-tumorales, que inducen apoptosis
a través de la via intrinseca y extrinseca, en combinacién con B100S dado
que, muchas veces, la combinacion de varios fairmacos puede potenciar sus
efectos sin resultar toxicos para las células normales. Por tanto,
realizamos un tratamiento combinado de B100S (50ug/ml) con las
siguientes drogas: TRAIL (100ng/ml), Doxorubicina (100ng/ml),
Etoposido (100uM) y Nocodazol (400ng/ml) sin observar aumento o
disminucion en el porcentaje de células apoptoéticas en ninguno de los

casos (datos no mostrados).
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Para descartar que la ausencia de efecto se debiese a la linea de células
Jurkat, de alta sensibilidad al EPS B100S, con la que estabamos trabajando
comprobamos si estas combinaciones sensibilizaban frente a la apoptosis
inducida por B100S a una linea, moderadamente sensible al tratamiento

con este EPS, HL-60, y a la linea HPB-ALL, completamente resistente a la

apoptosis inducida por este polisacarido.
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Figura 20. La combinacion de B100S con otros quimioterapéuticos no tiene efecto sobre
lapoptosis inducida en las lineas HL-60 y HPB-ALL. A) La linea leucémica promielocitica HL-60
fue pre-tratada, durante 1h, con: TRAIL (100ng/ml), doxorubicina (100ng/ml), cicloheximida (CHX,
0,33ug/ml) (panel superior), nocodazol (400ng/ml) o etopdsido (100ng/ml) (panel inferior) en
P/A del EPS B100S (50ug/ml). B) La linea de leucémica linfoblastica aguda HPB-ALL fue pre-
tratada con los mismos inhibidores, en las mismas condiciones y en P/A del EPS B100S (50ug/ml).

Tras 24h, en ambos casos, se determind el porcentaje de células apoptoéticas mediante tincidn con

[P en un citémetro de flujo.
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Tal y como se puede observar en los paneles superiores de la figura 20,
ninguno de los tratamientos combinados sensibiliza a las lineas HL-60 y
HPB-ALL a la apoptosis inducida por B100S. Tal y como se puede observar
en la figura 20 A, tanto el nocodazol como el etopdsido inducen apoptosis
per se en la linea HL-60. Dada la gran resistencia que caracteriza a las
células HPB-ALL, el nocodazol en este caso tan solo es capaz de inducir un

arresto del ciclo en G2.

Resultados muy similares fueron obtenidos al tratar las tres lineas (Jurkat,
HL-60 y HPB-ALL) con dosis mas elevadas de B100S (500ug/ml) o mas

bajas (5ug/ml) en presencia de estos agentes (datos no mostrados).

Tras haber determinado el efecto del EPS B100S sobre células Jurkat
quisimos estudiar su capacidad para inducir apoptosis en células
leucémicas T primarias, comparando dicho efecto con el ejercido en otro

tipo de neoplasias de origen hematoldgico.

Para ello, las células aisladas de la sangre de pacientes con leucemia
linfocitica créonica B (LLCB) (figura 21 A), leucemia linfoblastica T (LLT)
(figura 21 B) y leucemia precursora T (figura 21 C) tratadas con elevadas
dosis del EPS B100S durante 48h. Tal y como se puede observar en la
figura 21, la LLCB es resistente al tratamiento con este polimero, mientras
que las leucemias de origen T presentan una mayor sensibilidad al

tratamiento con B100S.

Las células de leucemia linfoblastica T demuestran una mayor sensibilidad
respondiendo a dosis menores de este EPS si las comparamos con las

células leucémicas T precursoras.
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Asi, en las primeras se registran porcentajes de apoptosis del 26% con
dosis de 500ug/ml, mientras que, para obtener porcentajes de apoptosis
similares en la leucemia T precursora se debia utilizar una dosis de 750
ug/ml. No obstante, el mayor nimero de células apoptéticas que se
consiguié registrar fue de un 35% en la leucemia precursora T con una
dosis de 1500 ug/ml del EPS B100S, dosis que fue capaz de inducir hasta
un 83% de apoptosis en las células jurkat que se trataron en paralelo

(datos no mostrados).
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Figura 21. Efecto del EPS B100S sobre leucemias primarias By T. A) Los linfocitos de sangre
periférica se obtuvieron a partir de las muestras sanguineas de pacientes. Tras su aislamiento, de
los PBLs las células fueron aisladas y sometidas a un tratamiento de 48 horas con el EPS B100S a las
dosis de: 1500, 1000, 750, 500, 250, 50 o 5 ug/ml. Posteriormente se determind el porcentaje de
células apoptédticas mediante tincién con ioduro de propidio (SubG1) en un citémetro de flujo. En el
caso de la leucemia linfocitica crdnica B, los experimentos fueron realizados con las células de un
solo paciente, se muestra el porcentaje de células apoptoticas a las 48h de tratamiento y las medias

corresponden a 3 experimentos independientes y las barras de error muestran la SD de los mismos.
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Para determinar la posible toxicidad del B100S a tiempos largos y
concentraciones elevadas sobre linfocitos periféricos normales, estos
fueron aislados de tres donantes sanos no emparentados y se sometieron
a un tratamiento de 48 y a las dosis indicadas. Los resultados mostrados
en la figura 22, indican que ninguna de las dosis ensayadas induce

apoptosis a las 24h (datos no mostrados) y tampoco a las 48h.
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Figura 22. El1 EPS B100s no produce apoptosis en linfocitos de sangre periférica de individuos.
A) Los linfocitos de sangre periférica aislados a partir de los PBLS de tres donantes sanos no
emparentados fueron tratados, durante 48h con las siguientes dosis de EPS B100S: 1500, 1000,
750, 500, 250, 50 o 5 ug/ml. Posteriormente se determind el porcentaje de células apoptoticas
mediante tincién con IP (SubG1) en un citometro de flujo. A) Porcentaje de células apoptdticas a las
24h de tratamiento; y B) Porcentaje de células apoptdticas a las 48h de tratamiento. Las medias

corresponden a 3 experimentos independientes y las barras de error muestran la SD de los mismos.
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Para determinar que genes se regulaban durante la apoptosis inducida por
el EPS B100S en células Jurkat realizamos un analisis de expresion de
genoma completo en una plataforma de microarray de alto rendimiento.
Dicho array se llevd a cabo sobre células Jurkat y células PA1l
(teratocarcinoma ovarico humano) tratadas durante 4 y 6 horas con el EPS
B100S a una concentracién de 50ug/ml. Las células PA-1 se utilizaron
como control positivo como control negativo dado que estas son
resistentes a la induccién de apoptosis por B100S (datos no mostrados).
Solo se tuvieron en cuenta para los analisis aquellos genes con un cambio
en sus niveles de expresion (indice de regulacion, IR) superior o igual a 2

y su p-valor inferior a 0,05.

Encontramos que en células Jurkat, a las 4h de tratamiento, se regulaban
un total de 84 genes, mientras que la regulacion génica a las 6h de
tratamiento con B100S fue superior, contando un total de 587 genes. En
cuanto a los genes que se regulan en ambas lineas (Jurkat y PA-1)
diferencialmente encontramos que se modificaba la expresién de 2 genes a

las 4h y 37 genes a las 6h de tratamiento.

En la figrua 23 se muestran los genes cuya expresion cae a las 6h de
tratamiento en células en células Jurkat y que, al mismo tiempo, se
sobreexpresan en células PA1. En la tabla 1 se muestran los genes cuya

expresion aumenta en células Jurkat y disminuye en células PA1.
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Figura 23. Genes cuya expresion desciende en células Jurkat al tiempo que aumenta en células
PA-1. Las células Jurkat y PA-1 fueron tratadas durante 6h con el EPS B100S, se extrajo el ARNm y
se analiz6 la expresién génica de cada linea en una plataforma de micro-array de alto rendimiento.
Los resultados, expresados como la relaciéon entre células tratadas y la expresiéon en células control
se representan en forma de barras. Se incluyen solo los genes con cambios significativos (relacion

=2) y un p-valor inferior a 0,05.
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Simbolo Incremento Descenso expresion
del gen expresion en Jurkat en PA-1 Nombre del gen
regulado (N2 de veces) (N2 de veces)
JUN 8 3 Jun oncogene
Complement component 3a
C3AR1 5 2 receptor 1
IRX4 4 3 Iroquois homeobox 4
LCE1D 4 5 Late cornified envelope 1D
SWI/SNF related, matrix associated,
SMARCC2 4 5 actin dependent regulator of
chromatin, subfamily ¢, member 2
ZSCAN10 4 4 Zinc finger an_d .SCAN domain
containing 10
TPSG1 3 4 tryptase gamma 1
Glutamate receptor, ionotropic, N-
GRINT 3 5 methyl D-aspartate 1
GALR3 3 4 Galanin receptor 3
KLK3 3 8 Kallikrein-related peptidase 3
COX6A2 3 3 Cytochrome c ox1da.|se subunit VIa
polypeptide 2
NPAS3 3 5 Neuronal PAS domain protein 3
PARP10 3 5 Poly (ADP.-rlbose) polymerase
family, member 10
NADPH dependent diflavin
NDOR1 3 6 oxidoreductase 1
FHIT 3 4 Fragile histidine triad gene
ArfGAP with GTPase domain,
AGAP3 3 ankyrin repeat and PH domain 3
ADAM metallopeptidase with
e = = thrombospondin type 1 motif, 7
EBF4 3 5 Early B-cell factor 4
GIPR 3 3 Gastric inhibitory polypeptide
receptor
RTN3 3 3 Reticulon 3
RAVER1 3 4 Ribonucleoprotein, PTB-binding 1
CYB5R3 3 4 Cytochrome b5 reductase 3
TNXB 3 4 Tenascin XB
par-6 partitioning defective 6
PARD6G 3 2 homolog gamma (C. elegans)
GP9 3 3 Glycoprotein IX (platelet)
NKX1-2 3 2 NK1 homeobox 2
ALDOA 3 4 Aldolase A, fructose-bisphosphate
JAK1 2 -2 Janus kinase 1
SNX26 2 3 Sorting nexin 26
EP300 2 2 E1A binding protein p300
MMP17 2 2 Matrix metallop_eptldase 17
(membrane-inserted)
FCRLB 2 4
Glutamate receptor, ionotropic, N-
LAY z & methyl D-aspartate 2D
MYPOP 2 4 Fcreceptor-like B
MYH14 2 2 Myosin, heavy chain 14
Calcium channel, voltage-
CACNATE 2 3 dependent, R type, alpha 1E subunit
EN2 2 6 Engrailed homeobox 2

Tabla 1. Genes cuya expresion aumenta en células Jurkat al tiempo que desciende en células
PA-1. Las células Jurkat y PA-1 fueron tratadas durante 6h con el EPS B100S, se extrajo el ARNm y
se analiz6 la expresidn génica de cada linea en una plataforma de micro-array de alto rendimiento.
Los resultados, expresados como la relaciéon entre células tratadas y la expresiéon en células control
se representan en forma de barras. Se incluyen solo los genes con cambios significativos (relacién

=2) y un p-valor inferior a 0,05.

131



También se analizaron aquellos genes cuya regulacion comenzaba,
exclusivamente en células Jurkat, a las 4h y continuaba 6h después de
haber afiadido el EPS B100S. De manera especial se diferenciaron aquellos
cuya expresion a las 6h de tratamiento descendia respecto a las 4h al
menos 0,5 veces (regulacion génica temprana), aquellos cuya expresion
aumentaba 0,5 veces y aquellos cuya regulacion se mantenia entre las 4h

y las 6h de tratamiento (figrua 24).

Genes con descensos de 0,5 en su FC Genes con aumentos de 0,5 en
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Figura 24. Genes cuya expresion se regula a las 4 y 6 horas en células Jurkat. Las células Jurkat
fueron tratadas durante 6h con el EPS B100S, se extrajo el ARNm y se analiz6 la expresion génica en
una plataforma de micro-array de alto rendimiento. Los resultados, expresados como la relaciéon
entre células tratadas y la expresiéon en células control, se representan en forma de barras. Se

incluyen solo los genes con cambios significativos (relacién =2) y un p-valor inferior a 0,05.
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Por ultimo, en las tablas 2 y 3 se representan los procesos bioldgicos en los
que estan implicados aquellos genes regulados (con expresion diferencial

=2 y p-valor inferior a 0,05) en células Jurkat pero no en cé, a las 4h y 6h

de tratamiento con el EPS B100S.

Via de seiializacion Ne de p-valor
genes
Sphingosine 1-phosphate (S1P) pathway 2 0.026878303
Signaling events medaited by HDAC Class I 2 0.012435565
Intrinsic Pathway for Apoptosis 1 0.038694
Signaling events mediated by HDAC Class III 1 0.04758349
Intrinsic Pathway 1 0.022941789
RNA Polymerase I Transcription 1 0.04092395
ccr3 signaling in eosinophils 1 0.04314884
intrinsic prothrombin activation pathway 1 0.029723402
ccr3 signaling in eosinophils 1 0.04314884
intrinsic prothrombin activation pathway 1 0.029723402
regulation of bad phosphorylation 1 0.034218885
Glucose uptake 1 0.038694
hypoxia and p53 in the cardiovascular system 1 0.036458984
hypoxia and p53 in the cardiovascular system 1 0.036458984
pkc-catalyzed phosphorylation of inhibitory 1 0.027467994
phosphoprotein of myosin phosphatase
rac1 cell motility signaling pathway 1 0.038694
role of mitochondria in apoptotic signaling 1 0.034218885
alk in cardiac myocytes 1 0.034218885
Glucose + ATP => glucose-6-phosphate + ADP 1 0.034218885
Glucose and ATP react to form glucose-6-phosphate and 1 0.034218885
ADP
apoptotic signaling in response to dna damage 1 0.027467994
rho cell motility signaling pathway 1 0.022941789
regulation of cell cycle progression by plk3 1 0.02520746
rna polymerase iii transcription 1 0.018394988
RNA Polymerase I Transcription Termination 1 0.0069372826
Activation, translocation and oligomerization of BAX 1 0.0046301

Tabla 2. Rutas celulares reguladas en células Jurkat a las 4h de tratamiento. Las células Jurkat
fueron tratadas durante 4h con el EPS B100S, se extrajo el ARNm y se analiz6 la expresion génica de
cada linea en una plataforma de micro-array de alto rendimiento. Para el anélisis solo se tuvieron
en cuenta aquellos genes cuya relacién entre su expresion en células Jurkat tratadas y en células
Jurkat control fuese =2 y tuviesen un p-valor inferior a 0,05. El andlisis de vias celulares se llevo a
cabo con la herramienta GeneSpring pathways analisys, que permite agrupar aquellos genes con
cambios en su expresion dentro de vias celulares concretas mediante un andlisis de
enriquecimiento funcional. Se tomd como backgorund una lista de 13.500 genes cuya expresién

variaba entre la linea de células Jurkat con cualquier p-valor y FC.
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Via de sefializacion p-valor
genes
TNF receptor signaling pathway 12 0'001%15357
IL1-mediated signaling events 11 1,73E+03
BMP receptor signaling 9 0.004595964
Class | P13K signaling events 8 0.024715453
p38 MAPK signaling pathway 8 0.006197441
Regulation of p38-alpha and p38-beta 8 0'002',7785078
Expand Interactions 7 0'001?;58971
IL12-mediated signaling events 6 0'0013:;75410
TCR signaling in naOve CD4+ T cells 6 0.012049343
Class | PI3K signaling events mediated by Akt 5 0'004?;29532
Glucose + ATP => glucose-6-phosphate + ADP 5 0.03148707
Glucose and ATP react to form glucose-6-phosphate and ADP 5 0.03148707
Glucose uptake 5 0.039794065
IL2-mediated signaling events 5 0.007996957
Signaling mediated by p38-alpha and p38-beta 5 0.001358621
TCR signaling in naive CD8+ T cells 5 0.016573664
Aurora A signaling 4 0.013386351
Signaling by Aurora kinases 4 0.033930402
Signaling events medaited by HDAC Class | 4 0.048632145
Signaling events regulated by Ret tyrosine kinase 4 0.007832628
Canonical NF-kappaB pathway 3 0'003%76096
IL2 signaling events mediated by PI3K 3 0.02564136
IL23-mediated signaling events 8 0.04411494
LPA receptor mediated events 3 0.049533524
Base Excision Repair/ Base-Excision Repair, AP Site Formation 2 0.0442234
Base-free sugar-phosphate removal via the single-nucleotide
replacement pathway 2 0.011626376
Calcium signaling in the CD4+ TCR pathway 2 0.039794065
ccr3 signaling in eosinophils 2 0.04882553
Cleavage of the damaged pyrimidine 2 0.005028618
trol of skeletal i h Ici | lin-
control of s fz etal myogenesis by hdac and calcium/calmodulin 2 0.03554578
dependent kinase (camk)
Cyclin E associated events during G1/S transition 2 0'003?794529
Depyrimidination 2 0.005028618
Formation of Cyclin E:Cdk2 complexes % 0'001%44168
hypoxia-inducible factor in the cardivascular system 2 0.02762671
Insulin receptor mediated signaling % 0.04882553
IRS-mediated signalling 2 0.0442234
Membrane Trafficking 2 0.03554578
pdgf signaling pathway 2 0.04882553
PDGFR-alpha signaling pathway 2 0.03148707
PI3K Cascade 2 0.014353782
racl cell motility signaling pathway 2 0.039794065
regulation of bad phosphorylation 2 0.03148707

Tabla 3. Rutas celulares reguladas en células Jurkat a las 4h de tratamiento. Las células Jurkat
fueron tratadas durante 6h con el EPS B100S, se extrajo el ARNm y se analiz6 la expresion génica de
cada linea en una plataforma de micro-array de alto rendimiento. Para el anélisis solo se tuvieron
en cuenta aquellos genes cuya relacién entre su expresion en células Jurkat tratadas y en células
Jurkat control fuese =2 y tuviesen un p-valor inferior a 0,05. El andlisis de vias celulares se llevo a
cabo con la herramienta GeneSpring pathways analisys, que permite agrupar aquellos genes con
cambios en su expresion dentro de vias celulares concretas mediante un andlisis de

enriquecimiento funcional. Se tomd como backgorund una lista de 13.500 genes cuya expresioén

variaba entre la linea de células Jurkat con cualquier p-valor y FC.
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VII. DISCUSION
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La mayoria de los EPS que muestran actividades biol6gicas comparten la
presencia de grupos sulfatos en su composicion. De hecho, parece que la
presencia de los mismos realiza una gran contribucion al potencial
bioldgico de los EPSs (Wu and Chen, 2006). En este sentido, el
exopolisacarido B100, producido por Halomonas maura, en su forma
sulfatada es capaz de inducir apoptosis selectiva en células leucémicas T

sin que las células T normales se vean afectadas por su accion.

Las leucemias de células T constituyen uno de los grupos de leucemias
mas agresivas y de peor prondstico por lo que el desarrollo de nuevas
sustancias con una potencial aplicacidn en la terapia dirigida a este tipo de

tumores es de vital importancia (Seibel, 2008).

En este trabajo hemos determinado que el EPS B100S induce muerte por
apoptosis en células Jurkat mediante la produccion de elevadas cantidades
de ROS y la pérdida del AWm. Ademas, hemos podido comprobar cémo las
células que sobreexpresan las moléculas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-xl no
solo estan protegidas frente a la apoptosis inducida por este EPS sino
también frente a los fend6menos de produccién de ROS, caida del potencial
de membrana mitocondrial y activacion de Bak. Sin embargo, el
antioxidante NAC no es capaz de inhibir completamente dicha apoptosis y

la CsA (inhibidor del MPTPC) la potencia.

Durante la apoptosis, las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL controlan la
permeabilidad mitocondrial interaccionando con los miembros pro-
apototicos de su familia de forma que, uniéndose a los mismos, logran
inhibir su accién y por tanto la liberacién de factores proapoptdticos de
dicho organulo (Adams y Cory, 2002; Hengarther, 2000; Martineau y
Green, 2001). En este trabajo hemos demostrado que, ademas de
registrarse una activacion temprana de Bak en respuesta al tratamiento
con B100S, la sobreexpresion de Bcl-2 y Bcl-xL es suficiente para proteger
a las células Jurkat de la apoptosis y la activacion de este miembro anti-

apoptdtico. Ademas, los niveles de expresion de ambas proteinas se
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correlacionan de forma directa con dicha proteccion, asi, niveles elevados
de expresion de Bcl-2 y Bcl-xL bloquean la muerte inducida por B100 S,
mientras que, niveles intermedios conducen a una inhibicién parcial y
niveles bajos no son suficientes para producir dicha inhibicion. Estos datos
demuestran que la principal via de induccion de apoptosis utilizada por el

EPS B100S es la via mitocondrial.

La permeabilizacion de la MME permite la salida al citoplasma de factores
proapototicos como el citocromo c que, junto con Apaf-1 y la caspasa -9,
forman el apoptosoma, estructura en la que se activa dicha caspasa capaz
de cortar a la caspasa efectora-3, que lleva a cabo el desmantelamiento
celular (Luo et al, 1998). La activacidon de la caspasa-3 supone un punto de
unidn entre la via extrinseca y la intrinseca de inducciéon de apoptosis ya
que ésta puede llevar a la activacion de la caspasa-8. Los datos sobre la
activacion de caspasas -9, -3 y -8 indican que ésta solo se produce en los
clones control (pCDNA-3 y Bcl-2 D25) pero no en aquellos que
sobreexpresan Bcl-2 y Bcl-xL (Bcl-2 L15 y Bcl-xL. H15). Si el EPS B100S
indujese apoptosis a través de la via de los receptores de muerte, se
observaria corte de la caspasa-8 también en los clones ya que en este caso
dicha caspasa se activaria a nivel del DISC, donde estas proteinas anti-
apoptdticas no actuan. Por tanto, estos datos corroboran nuestra hipotesis
inicial basada en la cinética de activacion de caspasas estudiada
previamente por nuestro grupo (Ruiz-Ruiz et al., 2011), que mostraba una
activacion inicial de la caspasa-9 a las 4 h de tratamiento con B100 S,

seguida por una activacién de las caspasas-3 y -8 alas 6 h.

Tras la permeabilizacion de la MME se producen tres acontecimientos
clave en la via mitocondrial de apoptosis: la liberacién de factores pro-
apoptdticos, el desacoplamiento de la cadena de transporte electronico y
la produccion de especies reactivas del oxigeno. Los dos primeros eventos
desencadenan el ultimo, al tiempo que la produccién de ROS puede
provocar la liberacién de factores de la mitocondria y el desacoplamiento

de la ETC. En nuestro sistema observamos primero una permeabilizacion
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de la MME, dado que la activacién de Bak a las 6 horas es elevada, seguida
de una despolarizacion de la MME (caida del AWm) a las 8h de tratamiento

con B100S.

Mientras que la permeabilizacion de la MME es un evento temprano y
crucial en la apoptosis via mitocondria, la disipaciéon del AWm puede tener
lugar antes, durante o ser consecuencia de dicha permeabilizacién y la
interrupcion del transporte electrénico (revisado por (Green and Reed,
1998)). B100S logra activar a la caspasa-9 a las 4h de tratamiento y la
activacion de la caspasa-3 tiene lugar en torno a las 6h. Si tenemos en
cuenta, ademas, que la activaciéon de Bak tiene lugar antes de las 6h de
tratamiento, esto sugiere que en nuestro sistema la permeabilizacion de la
MME precede a la disipacion del A¥Wm, y, seguramente, las caspasas
efectoras contribuyen a esta mediante una retroalimentacién positiva, ya
que la activacién de la caspasa-3 se produce antes de que caiga el A¥Ym a
las 8h. De acuerdo con estos datos, Ricci y cols describen la actuacién de la
caspasa-3 como amplificador de la caida del potencial de membrana (Ricci

et al., 2004).

A pesar de que algunos autores postulan que la pérdida de AWm se
produce en dos etapas (Marzo et al., 2001), nosotros no observamos una
despolarizacion parcial temprana. Por otro lado, la activacion de caspasas
es imprescindible para que tenga lugar dicha despolarizacion y el proceso
apoptogénico culmine con éxito, dado que su inhibicion especifica bloquea
la apoptosis iniciada por B100S (Ruiz-Ruiz et al, 2011). Ademas, el
antioxidante NAC, a las 24h de tratamiento, protege completamente de la
caida del potencial de membrana mitocondrial y casi completamente de la
apoptosis desencadenada por este EPS. Esto sugiere que en nuestro
sistema la pérdida de AWm puede no ser esencial para el proceso
apoptdtico y producirse como consecuencia del mismo, contribuyendo a

este como un mecanismo de retroalimentacion positiva.
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Esta secuencia de eventos ya ha sido descrita previamente en otros
sistemas apoptoticos que avalan, por tanto, nuestros resultados (Ly et al.,
2003; Ricci et al,, 2004). Por ultimo, destacar que las pruebas realizadas
con Anexina-V (datos no mostrados) evidencian que B100S induce
apoptosis sin que tenga lugar, en ningin momento, un redireccionamiento
de este proceso hacia la necrosis. Dado que la pérdida temprana total del
AWm provocaria una muerte por necrosis, al no existir niveles suficientes
de ATP que permitiesen mantener la actividad del proceso apoptogénico,
es logico que se observe una caida del A¥Ym en etapas avanzadas de la
muerte celular inducida por B100S (Bossy-Wetzel et al., 1998; Eguchi et
al., 1997) (Green and Reed, 1998).

Por otro lado, la permeabilizacion de la MEE provoca una elevaciéon de
produccion de ROS (Ricci et al, 2008). Al liberarse factores pro-
apoptdticos como el citcromo ¢, que forma parte del complejo citocromo
oxidasa, se produce un desacoplamiento de la fosforilacidon oxidativa y un
transporte reverso de electrones (Basova et al., 2007; Kushnareva et al,,
2002), al que contribuyen también los dafios causados por las propias
ROS. Ademas, al abandonar la mitocondria, tanto AIF como el citocromo ¢
dejan de ejercer su labor antioxidante (Huttemann et al.,, 2011; Joza et al,,
2001; Norberg et al.,, 2010). Finalmente, al ser la ETC una diana de las
caspasas efectoras (Ricci et al., 2004), su activacién contribuye a dafiar
aun mas la ETC ya de por si muy debilitada. Por ello, determinamos la
produccion de ROS en respuesta al tratamiento con B100S, realizando una
cinética de produccion de Oz y H202, las dos ROS mas dafiinas para los
sistemas bioldgicos. De acuerdo con aquellos estudios que determinan que
la produccion de ROS puede dirigir una caida del A®m y la activacion de
caspasas (Jabs, 1999; Jing et al, 1999) nosotros observamos una
producciéon inmediata de H202 que comienza media hora después de
adicionar B100S y continua hasta las 8h, momento, en el que comienza a
detectarse, por primera vez, una elevacion del anién superoxido que

acompafa al proceso apoptético hasta su finalizacidn.
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Las células pueden responder al aumento de las concentraciones
endégenas/exogenas de ROS elevando su propia producciéon de los
mismos (Zorov et al,, 2000), principalmente a través del poro mitocondrial
de permeabilidad transitoria (Zorov et al., 2000). Junto con Bax y Bak, en
la MME, el principal responsable de la permeabilizacién mitocondrial es la
apertura del MPTPC en la MMI (Bernardes et al., 1994; Bernardi et al,,
1994). Ya que el polimero B100S induce una elevada y temprana
produccion de ROS y estos, junto con la caida de GSH también observada,
favorecen la apertura del MPTPC quien, a su vez, permite la liberacion de
factores pro-apoptoéticos (Castilho et al., 1995; Scorrano et al, 2002),
utilizamos CsA para favorecer el cierre del mismo (Giorgio et al., 2010),
esperando observar un descenso en el porcentaje de células apoptoticas. A
pesar de que la CsA ofrece proteccion frente a Ia
apoptosis/necrosis/autofagia inducida por compuestos que elevan la
producciéon de ROS en células tumorales y normales (Chen et al., 2013;
Chen et al., 2012; Larochette et al.,, 1999; Liu et al., 2013; Walter et al,,
1998; Zunino and Storms, 2006) nosotros hemos comprobado que este
inmunosupresor potencia la apoptosis desencadenada por el
exopolisacarido B100S en células Jurkat. Por tanto, nuestros resultados
estan en la linea de trabajos previos en los que se describe la induccién de
apoptosis ejercida por la CsA en células leucémicas quimioresistentes
(Bustamante et al., 2004; Ito et al,, 1998), y la sensibilizacién que esta
ejerce frente a la apoptosis inducida por drogas anticancerigenas, como el
Resveratrol o el arsenito, en células derivadas de pacientes con leucemias
linfoblasticas agudas de células T y B (ALL) (Zunino and Storms, 2006). No
obstante, desconocemos el mecanismo exacto a través del cual la CsA esta

potenciando la accién de nuestro compuesto.
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En este sentido se ha descrito que este inmunosupresor potencia la acciéon
de algunos quimioterapéuticos sobre células leucémicas, impidiendo la
salida de estos compuestos a través del sistema MRP (Multidrug resistence
proteins) (Crompton, 1999; Lautier et al., 1996; List et al., 2001; Vander
Heiden and Thompson, 1999) y también se ha determinado que podria
colaborar con otros componentes celulares como las fosfolipasas
mitocondriales para ejercer tales efectos (Broekemeier and Pfeiffer, 1995).
En cualquier caso y dado que la CsA no es capaz de inhibir la apoptosis
desencadenada por B100S en células Jurkat, a pesar de bloquear la
apertura del MPTPC, podemos afirmar que el EPS B100S no induce

apoptosis a través de este poro.

Otros estudios indican que al inhibir la apertura del MPTPC con CsA la
sefializacién apoptotica sufre un redireccionamiento hacia procesos de
tipo necrético (Raymond et al., 2003). Sin embrago, nosotros no hemos
observado un aumento del porcentaje de células necréticas tras la adicion
de este inmunosupresor (datos no mostrados). Por otro lado, se han
descrito algunas drogas quimioterapéuticas selectivas capaces de inducir
apoptosis via ROS, a través de los miembros pro-apoptéticos de la familia
Bcl2, sin activacién del MPTPC, tales como los mitocanos (Prochazka et al.,
2010). Dado que B100S induce una produccion casi instantanea de ROS
que dirige una activacion temprana de Bak, pensamos que es mas
probable que las proteinas de esta familia sean los mediadores
bioquimicos situados por debajo de los ROS, en la cascada apoptogénica
desencadenada por B100S. Esta posibilidad vendria apoyada por el hecho
de que la CsA puede potenciar la apoptosis induciendo la fosforilacion de
Bcl-2 y facilitando la salida del citocromo ¢ mediante la modificacion de las
crestas mitocondriales (Scorrano et al.,, 2002; Yamaguchi et al., 2008). No
obstante, la CsA, aunque no directamente, también podria descender la
actividad del encima mitocondrial glutation transferasa contribuyendo al

estrés oxidativo iniciado por B100S (Ulziikhishig et al., 2010).
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La caida de los niveles de GSH es un fenémeno comun durante la apoptosis
(Beaver and Waring, 1995; Franco and Cidlowski, 2006; Ghibelli et al,,
1998; Hammond et al., 2004) y dado que este es uno de los principales
antioxidantes intracelulares dicha deplecion generalmente se ha
considerado un efecto colateral de la produccion de ROS y NOS (Calvino et
al, 2014; Gopal et al,, 2014; Halestrap et al., 1998; Morales et al., 1998;
Park et al, 2014; Tan et al, 1998; You and Park, 2014). Aunque la
produccion de ROS ha sido estudiada en profundidad, los resultados de
estos estudios muchas veces han resultado contradictorios. Por ejemplo,
algunos de ellos determinan que el perdxido de hidrégeno es fundamental
para la induccion de apoptosis, via Fas, en células linfoides (Devadas et al,,
2003; Kohno et al., 1996; Perez-Cruz et al., 2003; Reinehr et al., 2005; Sato
et al.,, 2004), mientras que otros otorgan a esta ROS una funcion inhibitoria
dentro de la misma via apoptdtica (Aronis et al, 2003; Borutaite and
Brown, 2001; Kim et al, 2005). En los ultimos afios se ha venido a
demostrar que la generacion de ROS y la deplecion de los niveles de GSH
pueden ser eventos independientes (Franco and Cidlowski, 2006; Franco
et al,, 2007). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que, B100S no
induce apoptosis facilitando la salida de GSH intracelular como sucede en
otros sistemas (Beaver and Waring, 1995; Ghibelli et al., 1995; Ghibelli et
al,, 1998; Hammond et al,, 2004; He et al., 2003; Sato et al,, 2004; Ueda et
al., 1998; van den Dobbelsteen et al., 1996) sino que esta se relaciona con
la produccion de especies reactivas del oxigeno. Hemos observado una
estrecha correlacion entre la produccion de H202 y 02" y la deplecion de
GSH tras el tratamiento con B100S en células Jurkat. Asi, a las 2h de
tratamiento observamos un pico de produccion de peréxido de hidrégeno,
momento en el que aparece una poblacion con niveles deplecionados de
este tiol (p3). Dicha poblacién sigue aumentando hasta hacerse maxima a
las 6 horas de tratamiento, cuando comenzamos a ver un descenso en la

deteccidn de este peroxido.
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Nosotros interpretamos que, hasta ese momento, el sistema GSH es capaz
de funcionar y evitar los dafios causados por el H203, y es por ello que no
detectamos apoptosis y caida del potencial de membrana mitocondrial en
las etapas iniciales. Sin embargo, a las 8 horas de tratamiento, la poblacion
con GSH; deplecionado (p3) da lugar a una segunda poblacién cuyos
niveles de GSH son minimos (p2). Dado que en esta poblacion las defensas
antioxidantes estan fuertemente dafiadas, su potencial de membrana cae y
la produccién de H202 también lo hace, al no poder ser dismutado el Oz,
seguramente por la saturacion del sistema SOD. Por todo ello, a las 8h de
tratamiento se detecta un aumento de la producciéon de ROS y una caida
del AWYm. Dado que la poblacién con niveles minimos de GSH; sigue
creciendo (a costa del descenso de p3, con niveles simplemente
deplecionados) el nimero de células con su sistema redox peligrosamente
dafiado experimenta un importante aumento que se refleja en una
espectacular produccion de Oz, la primera ROS en producirse en los
sistemas biolégicos, que va acompafiada de un descenso en el potencial
AWm debido a los graves dafios que esta inflige a nivel mitocondrial, lo que
redunda, a su vez, en el aumento aun mayor de la produccion de Oz y,
finalmente, esta termina conduciendo a las células hacia la muerte celular,
tal y como demuestran los porcentajes de apoptosis registrados a las 24h,
tal y como sucede en otros sistemas apoptoéticos (Carmody and Cotter,
2001; Chandra et al,, 2000; Perl et al.,, 2002). A la luz de nuestros datos, se
hace evidente que la pérdida de este tiol intracelular juega un importante
papel en el proceso apoptético que aqui se describe, dado que la
utilizacién de GSH permeable y NAC disminuyen de forma significativa los
porcentajes de apoptosis, la activacion de caspasas, especialmente a
tiempos cortos, y la caida del potencial de membrana mitocondrial. La
proteccion frente a la apoptosis, via extrinseca/intrinseca, que ofrecen los
antioxidantes de naturaleza tidlica ha sido ampliamente demostrada
(Cossarizza et al., 1995; Franco et al,, 2007; Liu et al,, 2001), e incluso se ha
asociado en ocasiones tal efecto al aumento de los tioles intracelulares y

no a la proteccidn que estos ofrecen frente a las ROS (Deas et al., 1997). i
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No obstante, nosotros observamos que este tipo de antioxidantes protegen
casi totalmente a las células Jurkat de la apoptosis inducida por B100S a
tiempos largos. Ademas, en el caso de la NAC, dicha proteccion es
completa solo cuando este antioxidante es capaz de eliminar la totalidad
del H20; producida (8h), sin embargo, cuando dicha eliminacion es tan
solo parcial la proteccion tampoco es completa, tal y como sucede a las 24
horas de tratamiento. Estos datos evidencian que en el caso del EPS B100S
dichos antioxidantes solo protegen de la apoptosis aliviando el estrés
oxidativo. En relacion con esto, se observa también que tanto la NAC como
la adicion de GSH protegen especialmente de la caida del potencial de
membrana observada a tiempos largos. Esto se hace especialmente
evidente cuando se evaluan los efectos del GSH. En este caso, se puede
observar como este tiol protege de la caida del potencial de membrana
mitocondrial a las 24 de tratamiento, pero no consigue reducir apenas la
producciéon de Oz ni tampoco la apoptosis. Dado que a las 8h de
tratamiento ambos antioxidantes consiguen inhibir completamente la
produccion de Hz02, 1a caida del potencial de membrana mitocondrial y la
apoptosis, pero no la producciéon de Oz, pensamos que su efecto sobre la
disipacién del AWm y la apoptosis se centran en el aumento de los niveles
de GSH, y por ende en el de la defensa redox, que experimenta la poblacién
con niveles minimos de GSH; (p2). Por tanto, nuestros resultados sugieren,
en contra de lo que otros grupos de investigacion han publicado (Franco et
al., 2007), que la producciéon de ROS precede a la caida de GSH y que son
estos, y no este tiol, los que modulan la apoptosis inducida por B100S en
células Jurkat. No podemos descartar, sin embargo, que la deplecion de
GSH pueda realizar una contribucién que puede ir mas alla de su papel
antioxidante, o ser incluso necesaria para la progresion del proceso
apoptético en células linfoides, despolarizando la membrana mitocondrial
y favoreciendo la activacién de caspasas y endonucleasas, tal cual han
descrito previamente otros autores (Bortner and Cidlowski, 2002, 2004;

Franco etal., 2007).
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Continuando con la linea de estos experimentos, también se utilizé un
antioxidante catalitico macrociclico, ya que este tipo de antioxidantes
(sales y metaloporfirinas) son capaces de bloquear el estrés oxidativo in
vitro e in vivo (Day, 2004). El pre-tratamiento con Mn(III)TMPyP protege a
las células Jurkat de la apoptosis, activacion de Bak, generacion de ROS y
caida del AWm, indicando que la produccion de ROS se encuentra por
encima de la permeabilizancion de la MME y de la disipacion del AWm en
la cascada apoptotica desencadenada por B100S. A la luz de estos datos
podemos afirmar con bastante certeza que el EPS B100S induce apoptosis

en células a través de la produccion de especies reactivas del oxigeno.

No obstante, todos los eventos mitocondriales anteriormente
mencionados quedan completamente bloqueados al sobreexpresar las
proteinas pro-apoptoéticas Bcl-2 y Bcl-xL. Es una evidencia bien establecida
que la sobre-expresion de Bcl-2 protege frente a la caida del AWm
inducida por diversos estimulos como la ceramida, TNF, Fas o la activacion
de p53 (Hennet et al., 1993; Li et al., 1999; Scaffidi et al., 1998; Zamzami et
al., 1995a; Zamzami et al.,, 1995b). Sin embargo, esta proteccién siempre
se ha asociado a su interaccion con los miembros pro-apoptdticos de la
familia Bcl-2 o a la modulacién que, junto a Bcl-xL, este ejerce sobre la
apertura del MPTPC o VDAC (Marzo et al., 1998; McCommis and Baines,
2012; Reed, 1997). Independientemente de estos efectos directos parece
que Bcl-2 bloquea la disipacion del AWm inhibiendo la producciéon de
radicales libres y detoxificando las ROS (Hockenbery et al., 1993; Kane et
al.,, 1993).
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Por tanto, Bcl-2 podria estar bloqueando los eventos relacionados con la

apoptosis inducida por B100S en células Jurkat a dos niveles:

- Inhibiendo la produccion de peroxido de hidrégeno, casi inmediata,
tras la adicion de B100S y la de Oz y detoxificando ambos radicales
libres, tal y como demuestran la ausencia de los mismos a las 8 y 24
horas en los clones pero no en las células control pCDNA3. De esta
forma, Bcl-2 y Bcl-xL impedirian la caida del potencial de
membrana mitocondrial posterior a la generacién de ROS.

- Interaccionando directamente con Bak impidiendo que forme
canales que despolaricen la MME vy liberen factores pro-

apoptéticos, tal y como se puede observar en los resultados.

Al reducir los dafios infligidos por la produccién de ROS y contrarrestar el
efecto de las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-2
logran impedir la liberacién de factores pro-apoptoticos y, por tanto, la

activacion de caspasas.

Por ultimo, asi como existen diversos trabajos que describen el efecto
antioxidante de la proteina Bcl-2, no hemos encontrado ningun trabajo
previo en el que se adscriba tal propiedad a la proteina anti-apoptotica
Bcl-xL, constituyendo este un fendémeno especialmente importante que ha

de caracterizarse.

Abordamos también la posibilidad de que B100S estuviese reduciendo la
sefializacidon que tiene lugar a través de la via PI3K, normalmente sobre-
activada en leucemias linfoblasticas agudas (Lonetti et al., 2013). Para ello
utilizamos un inhibidor de esta cinasa (LY-194002), observando una suma
de efectos con una concentracidon intermedia del EPS B100S (datos no
mostrados), al reducir la concentracion de polimero pudimos determinar

que dicho inhibidor sensibilizaba frente a la apoptosis iniciada por B100S.
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Dado que AKT fomenta respuestas de tipo proliferativo inhibiendo
factores de transcripcion de la familia FOXO, encargados de mediar
eventos apoptdticos y arresto celular (Engelman, 2009; Rodon et al,
2013), es loégico que el bloqueo de la ruta PI3K favorezca la apoptosis
desencadenada por B100S. Estos resultados indican que B100S no utiliza
la ruta PI3K como sucede en el caso de otros EPS producidos por bacterias,
algas y hongos que ejercen su efectos inmunoduladores mediante esta y
otras vias de sefalizacion (Byeon et al., 2009; Leung et al., 2006), a pesar
de que si parece modularla a nivel transcripcional tal y como se deduce de

los resultados obtenidos en el microarray.

También estudiamos el efecto que podria tener la inhibicién de las MAPK,
JNK, p38-MAPK y ERK porque se ha descrito que estas cinasas son
activadas por diferentes receptores que reconocen productos bacterianos
(Dong et al,, 2002), al tiempo que muchos EPS modifican las respuestas
bioldgicas mediante las vias de sefializacion controladas por ellas (Byeon
et al,, 2009; Leung et al., 2006). Ademas K-Ras, H-Ras y N-Ras, asi como
otros proto-oncogenes de esta via estan mutados en el en el 30% -20% de
las leucemias linfoblasticas agudas y mieloides, respectivamente,
resultando en la activacidn constituva de la via ERK1/2, esto hace pensar
que la inhibicibn de MEK podria aumentar el porcentaje de células
apoptdticas como respuesta al tratamiento combinado con B100S. Sin
embargo, a pesar de que el uso de estos inhibidores potencia la apoptosis
en LLAs tratadas con distintos quimioterapéuticos (Jarvis et al, 1998;
Platanias, 2003), nosotros no observamos ningun efecto estadisticamente

significativo.

El hecho de que el tratamiento con el inhibidor de p38-MAPK SKF-86002
reduce parcial pero significativamente la apoptosis desencadenada por
B100S en células Jurkat, indica que la via de sefializaciéon controlada por
esta cinasa puede participar en el proceso apoptético desencadenado por
este polimero; o bien, que sefales reguladas por esta via ponen en marcha

mecanismos que inhiben o reducen la apoptosis inducida por B100S.
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No obstante, los datos de expresion génica indican que 8 genes implicados

en esta ruta de sefializacidn sufren cambios en su expresion.

Uno de los principales problemas de la quimioterapia es el desarrollo de
resistencias frente al tratamiento. Dentro de los compuestos anti-
tumorales los agentes intercalantes, como la doxorubicina, son muy
comunes. Atendiendo a que se ha descrito previamente que determinados
EPS sulfatados, como el producido por el hongo Phellinus linteus, son
capaces de sensibilizar células de cancer de proéstrata resistentes al
tratamiento con doxorubicina (Collins et al., 2006), decidimos realizar un
tratamiento combinado de B100S y este anti-tumoral en células Jurkat. La
concentracion de doxorubicina fue reducida hasta no observar apoptosis
en solitario, con el objetivo de poder determinar el efecto de la
combinacién de ambos compuestos. No obstante, y a pesar de los
hallazgos de otros grupos de investigacion que utilizaron compuestos
naturales inductores de apoptosis via ROS en células T leucémicas (Efferth
et al, 2007), nosotros no observamos que el tratamiento combinado de
B100S y doxorubicina potenciase la apoptosis. Quiza la utilizacién de
concentraciones mas altas de este genotoxico lograsen un efecto sinérgico
o potenciador, dado que Collins y cols determinaron que tan solo la
combinacién de dosis elevadas de su EPS y doxorubicina (1ug/ml)
potenciaban el efecto pro-apoptotico de este agente intercalante (Collins
et al., 2006). No obstante, los modelos celulares son muy diferentes, y por
tanto, dificil de extrapolar los resultados obtenidos en cancer de prostata

con los obtenidos en leucemias T.

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado ciertas mejoras en el
tratamiento de leucemias linfoblasticas agudas T (T-ALL) la supervivencia
sin recaidas en los cinco afios posteriores al tratamiento
quimioterapéutico sigue, de momento, estrechamente ligada a la edad de

los pacientes.
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Por tanto, es mas que necesario desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas que mejores la supervivencia de estos pacientes y que al
mismo tiempo permitan que se produzcan remisiones en el caso de
recaidas posteriores al alotrasplante de progenitores hematopoyéticos
(Schmitz et al., 2014). Dadas las caracteristicas de los exopolisacaridos
sulfatados y la potente accion anti-tumoral del EPS B100S consideramos
que el tratamiento de leucemias T primarias con B100S in vitro seria una
buena aproximacion, previa a su uso en modelos murinos, a su posible
utilizacién clinica. Nuestros resultados indican que B100S es capaz de
inducir una apoptosis dosis-dependiente en leucemias T primarias, pero
no en las células procedentes de un paciente con leucemia linfocitica

cronica B.

Nuestro grupo habia demostrado previamente que B100S no inducia
muerte celular en linfocitos normales de sangre periférica (Girish
Srivastava, datos no publicados). Sin embargo, las elevadas dosis
empleadas en el tratamiento de las células leucémicas B y T primarias, y la
extension del tiempo de incubacién desde las 24 hasta las 48h, nos
llevaron a explorar la posible citotoxicidad de esas concentraciones en
linfocitos de sangre periférica de tres donantes sanos no emparentados.
No hemos observado ningun tipo de toxicidad a ninguna de las dosis ni
tiempos estudiados. La ausencia de toxicidad, por tanto, estaria
directamente relacionada con el hecho de que las células tumorales sean
mas sensibles a la accidon de las ROS debido a su mayor estrés oxidativo

intrinseco (Benhar et al., 2002) que las células periféricas normales.

Dado que el tratamiento combinado de B100S con cicloheximida
potenciaba la apoptosis en células Jurkat decidimos realizar un micro-
array de expresion del genoma completo con el objetivo de averiguar que
vias celulares o genes se estaban regulando durante la apoptosis inducida

por este EPS en células Jurkat a nivel de RNAm.
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Atendiendo a la regulacion génica temprana, es decir, la que tiene lugar
antes de las 4h de tratamiento, observamos que una de las rutas que se
modulan es la controlada por la fosfatasa S1-P (Sphingosine 1-phosphate).
Esta via esta relacionada con el estrés en el reticulo endoplasmatico y la
progresion de leucemias linfociticas cronicas B. Nosotros observamos un
descenso en los niveles de expresion del gen XBP-1 (X-Box-Binding
Protein 1), cuya inhibicién se relaciona con la induccidon de apoptosis en
este tipo de leucemias y con descensos en la progresion de las mismas
(Tang et al., 2014). Ademas de S1-P, también observamos regulacion de
genes relacionados con la muerte celular a través de la via de la ceramida,
tales como GPR65 (G protein-coupled receptor 65) y CERK (ceramide
kinase)(Bianchini et al, 2006). También se detect6 un aumento de la
proteina GRLF1 (glucocorticoid receptor DNA binding factor 1), que
comienza a las 4h de tratamiento y se incrementa a las 6h, lo cual es
relevante ya que los glucocorticoides tienen un papel fundamental en la
apoptosis de células T (Kong et al., 2002) y es llamativo que B100S regule

esta via en una etapa tan temprana.

Los genes relacionados con el metabolismo de la glucosa y de los enzimas
glicoliticos, tales como la hexokinasa II o la piruvato cinasa, y de enzimas
relacionados con la produccion de ATP (ATPase class V type 10B) se
encuentran regulados a las 4h y 6h. Dicha regulacion estaria relacionada
con la adaptacion metabdlica, controlada por JNK, a procesos apoptéticos
inducidos por ROS, via ATM, en células tumorales (Dixit et al., 2014). En
concordancia con estos resultados, observamos también que a las 4h de
tratamiento comienzan a activarse genes de respuesta a dafio en el ADN

que se incrementan a las 6h.
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Dado que i) la generacion de sitios abasicos (AP) en el ADN es uno de los
principales dafos causados por los ROS, especialmente en el ADN
mitocondrial, ii) se ha descrito que tanto las DSBs como los sitios AP
generados por las ROS en el ADNmt dirigen procesos apoptoéticos (Ricci et
al, 2008) y iii) que observamos que la produccion de ROS es casi
inmediata tras la adicion de B100S, consideramos que posiblemente este
tipo de respuestas estén relacionadas con la apoptosis y el estrés oxidativo

inducidos por este exopolisacarido en células Jurkat.

Por otro lado, la familia de factores de transcripcidon a la que pertenece
MEF2D (sobre-expresado a las 4h de tratamiento) juega un importante
papel en la apoptosis inducida en linfocitos T (Gregoire and Yang, 2005).
Nosotros observamos una sobre-expresion de este FT y una regulacion
negativa de la proteina SNP3 (SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase 3)
a las 4h de tratamiento, ademas de cambios relacionados con la
sefializacidn realizada por inhibidores de histonas deacetilasa a las 6h de
tratamiento. Esto es concordante con las observaciones de que los
inhibidores de histonas deacetilasa, como HDAC4, inducen la sumorilacién
del factor de transcripcion MEF2D favoreciendo la apoptosis en linfocitos
T, al tiempo que esta es inhibida por proteinas como SNP3 (Gregoire and

Yang, 2005).

En cuanto a las proteinas directamente relacionadas con la apoptosis via
mitocondria encontramos una regulacion creciente de la proteina pro-
apoptdtica Bax. Trabajos relativamente recientes demuestran que cuando
Bax es afladido junto con el transportador de nucledtidos de adenina
(ANT) en membranas lipidicas artificiales ambos forman un canal
(Brenner et al, 2000) que permeabiliza la MME y disipa el AWm
transitoriamente (Kroemer and Reed, 2000). Dado que las células Jurkat
utilizadas en nuestros experimentos no expresaban Bax en niveles
detectables, inicialmente pensamos que Bak estaba sustituyendo la accién

de Bax (Wei etal., 2001).
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Sin embargo, el array de expresion llevado a cabo tras el tratamiento de
estas células con B100S, muestra un aumento de la expresion de esta
proteina pro-apoptética ya a las 4h, que se eleva ain mas a las 6h. Por
tanto, es posible que Bax también este contribuyendo, aunque con cierto
retraso con respecto a Bak, en el proceso apoptogénico iniciado por

B100S.

En relacidon al estrés oxidativo mitocondrial y el estrés en el reticulo
endoplasmatico encontramos cambios en algunos genes que codifican
proteinas implicadas en el ensamblaje de los centros ISCs (Iron-Sulfur
clusters) dentro de proteinas Fe-S, tales como Ndorl y anamorsina.
Ambas, proteinas estan implicadas en las respuestas frente al estrés
oxidativo, en la regulacion de la muerte celular programada y son
imprescindibles para la viabilidad celular (Shibayama et al., 2004; Soler et
al, 2011; Vernis et al, 2009). Ndor1l recibe electrones del NADH para
transferirlos desde su dominio FAD al dominio FMN que los cedera a la
anarmosina (Banci et al,, 2013) formando asi un complejo imprescindible
para el ensamblaje de la maquinaria ISC, del radical tirosil férrico de la
nucleétido reductasa, para la ETC y la fosforilacién oxidativa (Banci et al.,

2013).

El gen de la citocromo b5 reductasa, regulado positivamente, codifica una
flavoproteina que cataliza multiples reacciones de reduccién de un solo
electron. Diversos trabajos la han implicado en la produccién de picos de
anion superoxido acelerando la apoptosis en algunos tipos celulares como
las neuronas granulares cerebelares (Samhan-Arias et al., 2009; Samhan-
Arias et al, 2012). No obstante, dicha producciéon es dependiente del
NADH. De acuerdo con estos indicios encontramos que la peroxiredoxina 3

mitocondrial esta regulada negativamente a las 6h de tratamiento.
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Dado que este enzima protege a las células tumorales de la apoptosis
inducida por diferentes drogas anti-tumorales y H202 (Samhan-Arias and
Gutierrez-Merino, 2014), descensos en sus niveles de expresion dejan
desprotegida a la célula frente a la producciéon incrementada de ROS
detectada desde el comienzo del tratamiento, haciéndola mas vulnerable a
los dafios causados por estos. Ademas, se ha determinado que cuando
PRDX3 se oxida dirige apoptosis dependiente de Bax y Bak (Cox et al,
2008). Por tanto, estos datos parecen sugerir que la regulacion génica
provocada por el tratamiento con B100S favorece la produccién de ROS y

disminuye las defensas intracelulares frente a estos.

El exceso de ROS detectado puede, ademas, afectar a los acidos grasos
poli-insaturados (PUFAS), componentes esenciales de las membranas
celulares. La regulacion negativa del gen de la palmitoil-tioesterasa-1
(PPT1) a las 6h de tratamiento favoreceria la susceptibilidad al estrés
oxidativo, contribuyendo al proceso apoptogénico (Kim et al., 2010; Sarkar
et al, 2013). Dado que este enzima esta relacionado con el estrés en el
reticulo endoplasmatico (Tardy et al., 2009; Wei et al.,, 2008) buscamos
otros genes relacionados con este cuya regulacion génica se estuviese
modulando encontrando que i) la expresion de BAG5 (Bcl-2 associated
athanogene 5) se regula diferencialmente en células Jurkat y PA1, esta
proteina protege de la apoptosis desencadenada tras la induccién de
estrés en el RE, a través de la supresion de la actividad de la via PERK-
elF2-ATF4 y el aumento la de la via IRE1-Xbpl impidiendo asi, el
despliegue masivo de proteinas conocido como UPR (unfolding protein
response)(Bruchmann et al, 2013; Schroder and Kaufman, 2005), ii)
observamos un descenso en la expresion del gen DNAJB9, que codifica la
proteina ERDJ4 (Microvascular Endothelial Differentiation Gene 1 Protein)
y que junto con el descenso progresivo del iii) gen ISCA1 favorecerian la
acumulacion de proteinas desplegadas en el reticulo (van Galen et

al.,2014) (Kurisu et al., 2003).
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También hemos identificado la regulacion diferencial, en células Jurkat y
PA-1, del recientemente descubierto gen SLC26A1 (Solute Carrier Family
26; SAT-1), un transportador critico para la homeostasis del sulfato y el
oxalato. Este tipo de transportadores, al igual que el GSH, estan implicados
en la detoxificacion de xenobioéticos, y se ha indicado que la entrada de
grupos sulfato a través de SAT-1 es imprescindible para las reacciones de
sulfonacién y su ausencia desciende los niveles de GSH en un intento
celular porque este ceda sus grupos sulfato para tal efecto (Markovich,

2012).

Es posible, por tanto, que dicho transportador este implicado en la
apoptosis inducida por B100S en células Jurkat dado que esta es

dependiente de su contenido en grupos sulfato.

En relaciéon con el metabolismo oxidativo, detectamos aumentos en la
expresion de ARNm del gen UCP3 y de un ORF similar a la subunidad II de
la citocromo c oxidasa. UCP3 es una proteina que desacopla la
fosforilacidn oxidativa, sensibiliza a la apoptosis y modula la expresion de
genes relacionados con el metabolismo oxidativo sensibilizando a la
mitocondria frente al estrés oxidativo (Camara et al., 2009; Dejean et al,,
2004). Otros genes relacionados con este metabolismo y sobreexpresados
en células Jurkat a las 6h tratamiento con B100S son: COX6A2, UNG,
peroxiredoxina 3 (PRDX3), el citocromo B5, la subunidad mitocondrial F1

de la ATP sintetasa, o DLAT.

El andlisis global de los datos obtenidos al estudiar la regulaciéon génica
inducida por B100S en células Jurkat sugiere que este polimero provoca
dafios en la mitocondria, especialmente en la cadena de trasporte
electronico, y posiblemente dirige estrés en el reticulo endoplasmatico.
Esto se traduce en respuestas reguladoras de las vias metabdlicas y de
sefializacidon celular relacionadas con el estrés oxidativo, la UPR, y los

dafios al ADN y el ciclo celular.
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De acuerdo a todo lo anterior, en este trabajo se describe por primera vez
un EPS capaz de inducir apoptosis especificamente en células leucémicas T
sin resultar toxico para los linfocitos normales a través de una compleja
regulacion génica que afecta a los mecanismos moleculares relacionados
con la apoptosis desencadenada por la via mitocondrial. La gran accién
que el EPS B100S presenta sobre la linea de células Jurkat asi como sobre
células leucémicas primarias, sugieren que el EPS B100S podria ser de
interés clinico, solo o en combinacion con otros quimioterapéuticos que
permitieran reducir las dosis, y por tanto disminuir los posibles efectos de

toxicidad indeseada.

Por tanto, y a pesar de que la etapa futura inmediata requiere la
demostracion de su eficacia y ausencia o baja toxicidad en modelos
murinos, los resultados preliminares aqui resumidos son alentadores de
cara a una posible aplicaciéon clinica dentro del arsenal de agentes

antitumorales.
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1.- El exopolisacarido bacteriano B100S induce apoptosis, dependiente de
caspasas, en células T leucémicas a través de la via intrinseca o
mitocondrial, sin resultar toxico para los linfocitos de sangre periférica de
donantes sanos. La induccién de apoptosis esta restringida a este linaje
celular, observandose tanto en lineas tumorales (Jurkat) como en células
leucémicas T primarias.

2.- La produccion de especies reactivas del oxigeno es la principal
responsable de la induccion de apoptosis llevada a cabo por el EPS B100S,
de manera que la inhibiciéon de las mismas, pero no de la caida de GSH,
protege a las células Jurkat de la citotoxicidad que sobre ellas ejerce el

exopolisacarido B100S.

3.- Los inhibidores del poro mitocondrial de permeabilidad transitoria, de
las vias de sefalizacion controladas por PI3K, p38-MAPK y de la sintesis
proteica modulan la apoptosis inducida por el EPS B100S sobre células
leucémicas T, lo que indica la participacion de estas vias en los

mecanismos de induccion de apoptosis mediada por B100S.

4.- El exopolisacarido B100S produce una estricta regulacion de un
conjunto de genes en células T Jurkat cuya modulacidon es completamente
compatible con la induccién de dafio en la mitocondria, especialmente en
la cadena de transporte electrdnico, y posiblemente dirige estrés en el
reticulo endoplasmatico. Esto se traduce en respuestas reguladoras de las
vias metabdlicas y de sefalizacion celulares relacionadas con el estrés

oxidativo, el dafio al ADN y el ciclo celular.
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