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“Mecanismos de proliferacion dependientes del estado redox celular: rol de
Akt y otras kinasas involucradas ena progresion del ciclo celular”

Resumen

En las dltimas décadas se demostré que la produccion transitoria de perdxido de
hidrégeno (HO,) constituye un evento muy impanta de sefalizacién disparado a
través de la activacion de receptores de superficie o determinado por el estado
metabolico mitocondrial, y que modula gtado de fosforilacion de determinadas
proteinas. En este contextstudios recientes han confimdo la presencia de kinasas
en la mitocondria que hemos interpdgiacomo un mecanismmodulatorio en la
disponibilidad celular de $akinasas. Las mitocondrias normales poseen la mayor
concentracion celular de ATP y.,BL en el estado estacionario y contribuyen
naturalmente al grado de fosforilacionoyidacion de proteinas, dos modificaciones
post-traduccionales centrales en la activacde las kinasas. Sobre estas bases,
formulamos la hipoétesis que el estado redooduce efectos celulares diferenciales en
consonancia con la activacion de Aktl y KR en la mitocondria, y que en este
compartimiento, el bD, determina cambios conformacionales que favorecen la
fosforilacién y posterior trangtacion nuclear de las mismas.

Los estudios realizados en esta Tesisfirmaron que: 1) en la linea celular
NIH/3T3, el O, efectivamente modula la progresién del ciclo celular a través de la
oxidacion y fosforilacion setgiva de Aktl en mitocondr&a 2) en la linea tumoral
LPO7, el HO, asimismo promueve la oxidacion selectiva de ERK1/2 o p38-JNK1/2 y
posterior translocacion al naoleon efectos ulteriores en paoliferacion celular; y 3)
el sistema de tiorredoxinas (Trx) moduth destino celular regulando el nivel de
oxidantes en las lineas celulares y provocamdpactivacion selectiven el eje central
de Aktl en el modelo tumoral analizadovivo.

En la linea NIH/3T3, la modulacion por,® involucré la entrada de P-Aktl

Sef”® a las mitocondrias, donde fue fosforilada en*frwor PDK1. A concentracion



celular limitada de kD, la fosforilacion de Aktl en TR en mitocondrias fue
significativa, determiné su pasaje mlicleo y dispar0 mecanismos gendémicos que
favorecieron la proliferaén celular. En cambio, a elevadas concentraciones@g
asociacion Akt1l-PDK1 fue interrumpida y P-Aktl 8&fue retenida en la mitocondria
en detrimento de su translocacion nuclearattividad disminuida de Aktl favorecio la
liberacion de citocromoc al citosol conduciendo a la apoptosis. Los efectos
diferenciales en la interaccion Aktl-PDKl1paedieron de la oxidamn selectiva de la
Cys'%de Aktl a Acido sulfénico y sulfénico.

Las respuestas celulares observadasadinea tumoral LPO7 involucraron la
activacion selectiva de ERK1/2 y la intecan eficiente con MEK1/2 determinada por
la oxidacion de cisteinas conservadasgmatientes a dominios redox sensibles. Estas
modificaciones post-traduccionales que tuvielagar en la mitocondria determinaron
el pasaje de la kinasa al nucleo. Coesatido que las mitocondrias tumorales son
disfuncionales, su incapacidad panmacrementar la produccion de,® podria
interrumpir la oxidacion sincronizada deRK1/2 y la regulacion del ciclo celular
causando la persistencid @Enotipo proliferante.

En el mismo modelo tumoral analizaidovivo, el silenciamiento de Trx1y 2 fue
capaz de revertir el efectte las condiciones redox pr@rhativas poruna activacion
diferencial de Aktl. Los resultados obtenidudicaron que al revertia baja condiciéon
redox proliferante, P-Aktl SEF aumenté en la mitocondria en detrimento de la
translocacion al nucleo, mientras qgrelos tumores que exhibieron bajeC4, P-Aktl
Sef’® se encontr6 predominantemente eh nlcleo, sugiriendo una marcada
modulacién en la activacion de la kingssu posterior translocacion al nicleo.

En esta Tesis, se demtrasel rol central del pD, en la activacion y trafico
mitocondrial de Aktl y ERK1/2 en la progién del ciclo celularSe concluye que la
localizacion subcelular de tas kinasas en mitocondriagoata un nuevo modelo para
explicar la regulacion de lactivacion por la oxidacion deisteinas especificas y la
fosforilacidon en los residuaorrespondientes. De esta fanel ciclo intramitocondrial
de Aktl y ERK1/2 constituye un eje craitpara la modulacion redox del destino

celular en células normales o tumorales.

Palabras clave:H,0,, Aktl, ERK1/2, proliferacion, apoptosis, Trx.



“Proliferation mechanisms dependent orcellular redox state: role of Akt

and other kinases involved in cell cycle progression”

Abstract

Over the last decades, it has been astrated that theansitory production of
hydrogen peroxide (¥D,) constitutes a very important e in signaling that can be
triggered by activation of surface receptorsdetermined by mitochondrial metabolic
state, and that modulates the phosphorylatigal lef certain proteins. In this context,
recent studies have confirmed the preseoic&inases in the mitochondria that we
interpreted as a modulatory mechanism ie tellular availability of the kinases.
Normal mitochondria have the major cellular ATP an@®@isteady state concentrations
and naturally contribute tthe phosphorylation level amatotein oxidation, two main
postranslational modifications in the aetidon of kinases. On these bases, we
postulated the hypothesis thratlox state produces differentellular effects in accord
to Aktl and ERK1/2 activation in mitochondria, and that in this compartmef; H
determines conformational changes thatofatheir phosphoryliéon and subsequent
nuclear translocation.

The studies performed in this Thesmnfirmed that: 1) in NIH/3T3 cell line,
H.O, effectively modulates cell cycle progsesn through the oxidation and selective
phosphorylation of Aktl in mitochondri€2) in the tumoral cell line LPO7, 9,
promotes as well the selective oxidatioh ERK1/2 or p38-JNK1/2 and further
translocation to nucleus with later effects in cell proliferation; and 3) the thiorredoxin
system (Trx) modulates cell fate regulatithg oxidant level and inducing a selective
activation in the central axis of &Akin the tumoral model analyz@uvivo.

In NIH/3T3 cell line, the modulation by J, involved the entrance of P-Aktl
Sef’® to mitochondria, wherdét was phosphorylated in THf by PDK1. At HO,
cellular limiting concentrations, ¢hphosphorylation of Aktl in TF¥ in mitochondria

was pronounced, determined its passageutdeus and triggered genomic mechanisms



that favoured cell proliferation. Oppositely, at highe©klconcentrations, Aktl-PDK1
association was disrupted and P-Akt1*Savas retained in mithondria in detriment

of its nuclear translocation. Aktl low tagty favoured the release of cytochrorodo
cytosol triggering apoptosis. The differential effects in Aktl-PDK1 interaction
depended on the selae oxidation of Cy3in Aktl to sulfenic and sulfonic acid.

The cellular responses observed LRP07 cell line engaged the selective
activation of ERK1/2 and the efficienttaraction with MEK1/2 determined by the
oxidation of conserved cysteines dmajing to redox sensitive domains. These
postranslational modifications that took planemitochondria determined the passage
to nucleus. Considering that tumoral mhoadria are dysfunctionathe incapacity to
increase KO, concentration could disrupt thgrnehronized oxidation of ERK1/2 and
the regulation of cell cycle causing thesistence of the proliferative phenotype.

In the same tumoral model analyzedvivo, Trx1 and 2 silencing was able to
revert the effect of redogroliferative conditions by a flerential activation of Aktl.
The obtained results indicated thiat these conditions P-Aktl Sé&t increased in
mitochondria instead of translocating to nucleus, while in tumors with le®; H
condition, P-Aktl Séf®was found predominantly in nleus, suggesting a pronounced
modulation in the activation arichnslocation of the kinase.

In this Thesis, we demonstrated the key role eDHin the activation and
mitochondrial traffic of Aktl and ERK1/2 inell cycle progression. We conclude that
the subcelullar localization of these kinases in mitochondria provides a new model to
explain the regulation of the activation lmxidation of specific cysteines and the
phosphorylation in the corresponding residuesthis sense, the intramitochondrial
cycle of Aktl and ERK1/2 constitutes a trah axis for the rdox modulation of cell

fate in normal and tumoral cells.

Key words: H,0,, Aktl, ERK1/2, proliferation, apoptosis, Trx.
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Introduccion

La mitocondria

A principios del siglo XIX, el zo6logo aleman Theodor Schwann sent6 las bases
de la teoria celular dando lugar a la biologia moderna. Los principios basicos
formulados incluyeron el reconocimiento de membranas, nucleo y cuerpos celulares.
Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XIX cuando investigadores reconocieron por
primera vez a las organelas que hoy en dia se identifican como compartimientos
diferenciados dentro de la célula. Las mitocondrias fueron entonces observadas al
microscopio por varios citélogos y su nombre fue acufiado por Carl Benda en 1898.
Llamativamente y antes que Benda introdujera el término mitocondria, Kolliker las
habia descripto como “gradnulos” localizados en el interior de células musculares. En
1886, Altman identifico estos cuerpos usando nuevas técnicas de tincion y las llamo
bioblastos. Ademas, en su libro Die Elementarorganismen postuldé que estas estructuras
eran unidades autonomas y bésicas para la actividad celular y las describié como
colonias bacterianas en el citoplasma de una célula huésped, un verdadero precursor de
la teoria endosimbionte (Frey y Manella, 2000).

En 1912, Otto Warburg hipotetizé que existia una enzima capaz de procesar el
oxigeno molecular y pudo demostrar que el cianuro alteraba la respiracion celular. La
hipotesis de Warburg no solo se centrd en aquellas enzimas capaces de metabolizar el
oxigeno, sino que posteriormente demostrd6 que las células cancerosas eran mas
dependientes de la glucolisis para generar adenosina trifosfato (ATP), atin cuando
existiera oxigeno abundante en el medio ambiente celular. Hoy en dia, el efecto
Warburg representa una caracteristica prominente de las células malignas. Se piensa que
la disfuncion respiratoria mitocondrial puede deberse a mutaciones en el ADN
mitocondrial que fuerza a las células malignas a aumentar la tasa de glucélisis para
mantener un alto estado metabdlico, lo cual constituye una paradoja dado que la
produccion de ATP es mucho menos eficiente a nivel de la glucdlisis respecto de la
cadena respiratoria acoplada a la fosforilacion oxidativa (Frey y Manella, 2000).

El descubrimiento de los citocromos, del grupo hemo y de los flavin-nucleo6tidos
corresponde al periodo 1920-1930 y la formulacion del ciclo del acido citrico por Krebs
constituyé uno de los logros mas importantes en el estudio del metabolismo a partir de

preparaciones de musculo. A medida que la organela pudo ser aislada en forma intacta



Introduccion

de algunos tejidos como el higado (mediante centrifugacion diferencial), Claude y
colaboradores comenzaron los estudios sobre la funcionalidad de la mitocondria. A
mediados del siglo XX, los ensayos acerca de la funcion mitocondrial se centraron en el
mecanismo oxidativo y el conocimiento de los complejos multienzimdaticos presentes en
la organela (Kennedy y Lehninger, 1950). Los mismos investigadores luego extendieron
la caracterizacion bioquimica de las organelas demostrando que: a) las reacciones del
ciclo de las acidos tricarboxilicos se llevan a cabo en las mitocondrias a una velocidad
que justifica casi la totalidad de la actividad encontrada en las células y b) estas
reacciones son acompafiadas por la sintesis de ATP (fosforilacion oxidativa). El criterio
de integridad morfologica no podria haberse aplicado si al mismo tiempo y
sinérgicamente el grupo de Porter y Palade no hubieran utilizado la microscopia
electronica. De esta forma, las mitocondrias pudieron ser visualizadas y comparadas in
situ 'y luego del aislamiento lograron completarse los estudios sobre su funcionalidad.
Una vez que fueron caracterizadas muchas de las reacciones bioquimicas mitocondriales
fue posible determinar que las enzimas que catalizan estas reacciones no se encuentran
simplemente dentro de la organela en una forma soluble. Los estudios pioneros de
Sjostrand y Palade en mitocondrias utilizando microscopia electronica reconocieron a
esta organela como un sistema con mas de una membrana pero las distintas
interpretaciones de las micrografias condujeron a postular diferentes modelos. El
primero de ellos postulado por Sjostrand planteba la existencia de distintos
compartimientos unidos a la membrana interna formando septos que dividian la matriz
(Sjostrand, 1956). Palade también observo los compartimientos de la membrana interna
y los describi6 como prolongaciones irregulares a las que Illamo “crestas
mitocondriales” que se extendian desde la membrana interna (Palade, 1952). En 1978,
el ganador del premio Nobel de Quimica, Peter Mitchell postul la teoria quimiosmotica
de la fosforilacion oxidativa (Mitchell y Boyle, 1967). Esta teoria centro6 a la
mitocondria como la principal fuente productora de ATP en la célula.

Un descubrimiento muy importante fue realizado en 1963 cuando se identificd
por primera vez ADN en las mitocondrias (Nass y Nass, 1963). Este descubrimiento
habia sido anticipado por los hallazgos de herencia citoplasmatica no mendeliana en
levaduras. Estas evidencias reforzaron el interés cientifico por el origen evolutivo de la
mitocondria dado que los cambios en la secuencia del ADN mitocondrial representan un
reloj molecular particularmente apropiado para entender la evolucion humana. En 1967,

Lynn Margulis present6d evidencias sobre el origen bacteriano de las mitocondrias y



Introduccion

propuso la teoria de endosimbiosis seriada por la cual se establece que las células
eucariotas se originaron como consecuencia de procesos simbiodticos de varias células
procariotas que culminaron con la fusién permanente en un Unico individuo (Sagan,
1967). Con el advenimiento de las técnicas de secuenciacion, en 1981 Sanger fue capaz
de secuenciar el genoma mitocondrial y determinar que la tasa de mutacion es 10 veces
mas alta que la del genoma nuclear.

Una de las propiedades mas remarcables de las células eucariotas superiores es
su capacidad de comandar no solo mecanismos elaborados para la supervivencia celular
sino también estrategias igualmente intrincadas para ejecutar la muerte celular. En este
sentido, en la ultima década se ha hecho evidente que las mitocondrias no son
meramente la fuente de energia de las células. Ademas, a esto se agrega que las
mitocondrias funcionan como integradoras centrales del metabolismo y de la apoptosis
dado que continuamente evalian el estado energético celular o la presencia de sefales
que influencian la supervivencia. En respuesta a estas sefales, permiten la liberacion de
factores o proteinas que inician el proceso de apoptosis. Por otra parte, desempefan un
rol critico en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y en el balance
redox celular. De esta forma, las investigaciones sobre la mitocondria han evolucionado
desde la bioenergética hasta la biogénesis, a lo que se ha incorporado un enfoque
genético que contribuye al diagnéstico de las enfermedades asociadas con la disfuncion
mitocondrial. Sin embargo, poco se sabe acerca de la comunicacion intracelular, en
términos de regulacion de la transcripcion de genes nucleares y mitocondriales o del
trafico de proteinas a la organela. De esta forma, ha emergido una nueva era en la
investigacion mitocondrial que concierne al rol de esta organela en la sefializacion
intracelular. Este proceso tiene numerosas implicancias en el desarrollo, envejecimiento,
mecanismos de adaptacion al medio y en la progresion de enfermedades
neurodegenerativas y céancer (Goldenthal y Marin-Garcia, 2003; Horbinski y Chu,
2005).

Estructura de las mitocondrias

El modelo de Palade evolucion6 hasta el que se acepta en la actualidad y en el
que la membrana interna constituye una superficie continua cerrada con una morfologia
compleja que se pliega en crestas que protruyen a lo largo de la matriz. La estructura de

la mitocondria es crucial para su funcionamiento (Figura 1). Las dos membranas



Introduccion

especializadas dividen a la organela en un espacio intermembrana angosto y una matriz
mas extensa. La membrana externa consiste en una bicapa lipidica que contiene
muchos canales formados por una proteina denominada porina tal como la que
conforma el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) que funciona como un
tamiz, filtrando moléculas de gran tamafio (mayores a 10 kDa y 20 A de diametro) y
permitiendo el pasaje de moléculas hidrofilicas a través de la membrana lipidica.
Ademas, aqui se localizan algunos factores que juegan un rol clave en la apoptosis
como Bcl-2 y Bax, asi como también importantes proteinas que participan en las vias de
sefalizacion celular. Dicha membrana participa en mecanismos de fision, fusion y
distribucion de las organelas. La membrana interna, altamente intrincada, presenta un
gran nimero de invaginaciones denominadas crestas que aumentan la superficie para
permitir la inclusiéon de un mayor nimero de proteinas. Permite ademads, el pasaje de
determinadas moléculas y es mucho mas selectiva que la membrana externa. La
membrana interna es rica en el fosfolipido cardiolipina que la hace impermeable a los
iones, que resulta importante para la generacion del gradiente electroquimico. La
presencia de proteinas de transporte asegura la entrada de proteinas especificas y
sustratos para las enzimas de la matriz (Szewczyk y Wojtczak, 2002). Es importante
destacar, que en ella se encuentran asentados los complejos multienzimaticos que
forman parte de la cadena de transporte de electrones y que cerca del 10-15% de los
genes nucleares en los organismos eucariotas codifican para estas proteinas
mitocondriales. Estas se sintetizan en el citoplasma y son reconocidas por receptores en
la superficie de las mitocondrias. Determinados complejos multiproteicos denominados
translocasas de membrana interna y externa de la mitocondria median el importe y el
destino intramitocondrial de estas proteinas. La fuente de energia que motoriza estos
procesos es el ATP y se aprovecha ademas el potencial de membrana que resulta del
bombeo de protones. Existen asimismo chaperonas y factores auxiliares que intervienen
en el plegado y ensamblado para determinar su estructura terciaria nativa (Neupert y
Herrmann, 2007). Debido a la poca selectividad de la membrana externa, el espacio
intermembrana es quimicamente equivalente al citoplasma. En ¢él estd presente un
componente fundamental de la cadena de transporte de electrones, el citocromo ¢, que
ademas cumple un rol fundamental en el mecanismo de apoptosis por via mitocondrial.
También se encuentran aqui proteinas remodeladoras de las crestas mitocondriales
como la denominada Opal. La matriz mitocondrial contiene iones, metabolitos,

sustratos de reacciones redox, ADN circular bicatenario, ribosomas y numerosas
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enzimas. En la matriz mitocondrial tienen lugar diversas rutas metabdlicas claves para
la vida, como el ciclo de Krebs, la beta-oxidacion de los 4cidos grasos y la oxidacion de
los aminoacidos, y se localizan algunas reacciones de la sintesis de esteroides, urea y
grupos hemo. Por lo tanto, estdn presentes todas las enzimas necesarias para llevar a
cabo estos procesos asi como también la enzima antioxidante superoxido dismutasa

manganica (Mn-SOD).

membrana
i externa
ADN = ribosomas

membrana
interna

espacio
/ intermembrana

ATP sintasa ~
porcién F ‘ ’
porcion F, crestas

Encyclopedia Britannica, 1998

Figura 1. Esquema de la mitocondria y sus compartimientos.

La necesidad de reinvestigar el tema de la compartamentalizacion mitocondrial
llevéd a aplicar las nuevas tecnologias de imaging 3D, la tomografia por microscopia
electronica y reconstruccion en tres dimensiones. La microscopia electronica
convencional implica la toma de iméagenes simples, que comprenden regiones de 50-100
nm de espesor. En la tomografia por microscopia electronica, las imagenes de
proyeccion multiple representan vistas variadas de una muestra cuyo espesor puede
variar de 0.25 a 1.5 um. Las primeras aplicaciones de esta técnica en mitocondrias
aisladas de higado de rata por Mannella y colaboradores (Frey y Manella, 2000)
demostraron que el modelo estructural clasico era incorrecto dado que las

reconstrucciones 3D evidenciaron la naturaleza tubular de las crestas mitocondriales que
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se extienden hacia la matriz y se encuentran abiertas hacia el espacio intermembrana

(Figura 2).

membrana

> : / externa
g W\

crestas membrana _y

interna

Figura 2. Tomografia de una mitocondria aislada de higado rata. (A)
Imagen 3D. Se observa que las crestas son estructuras tubulares que se
pueden unir entre ellas (A) y con la membrana interna (A). (B) Region de 5
nm del mismo tomograma que muestra numerosos sitios de contacto entre
la membrana externa y la interna. La flecha sefiala un puente entre la
membrana externa y una vesicula de posible reticulo endoplasmico. Barra:
0.4 um. Tomada de Frey y Manella, 2000.

Las mitocondrias y la célula

El nimero de mitocondrias por célula estd intimamente relacionado a la
demanda energética de la misma. Los tejidos somaticos contienen desde algunas

decenas hasta miriadas de mitocondrias por célula. Los espermatozoides humanos
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contienen un nimero cercano a 15 mitocondrias mientras que los oocitos hasta 100000
(Lehninger, 1965). Aquellos 6rganos que son muy activos metabdlicamente, como el
higado, cerebro y musculo cardiaco y esquelético, contienen el nimero mas grande de
mitocondrias y son los mas susceptibles a determinadas drogas que actian sobre estas
organelas y al padecimiento de patologias mitocondriales.

Contrariamente a sus ancestros bacterianos, las mitocondrias no son entidades
discretas; de hecho, las organelas aisladas son transitorias y estdn en constante
comunicacion a través de mecanismos de fusion para formar sincicios localizados o
extendidos dentro de las células, constituyendo una red mitocondrial (Figura 3). Las
mitofusinas involucradas en la fusion mitocondrial son GTPasas localizadas en la
membrana mitocondrial externa. Los mamiferos poseen dos genes que codifican para
mitofusinas, Mfnl y Mnf2 (Chen y col., 2003) y ademas la proteina Opal, una GTPasa
de la familia de las dinaminas es esencial para que dicho proceso se lleve a cabo (Chen
y col.,, 2005). Mnf2 y Opal estan asociadas con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Zuchner y col., 2004). El proceso opuesto denominado fision
depende de la proteina Drpl (dynamin-related protein; Smirnova y col., 2001), capaz de
ensamblarse en membranas lipidicas resultando en su constriccion o formacion de
vesiculas dependiendo de las condiciones experimentales. La conjuncion de ambos
eventos, fusion y fision, es responsable de la creacion de un compartimiento conectado
y funcional. Por lo tanto, cambios en el balance entre fusion y fision determinan el
amplio rango de morfologias mitocondriales, desde pequefias esferas hasta redes
tubulares, como las que se observan en diferentes tipos celulares. Las mitocondrias
pertenecientes a una clase morfologica particular pueden tener ventajas funcionales
dependiendo del ambiente celular. Por ejemplo, las mitocondrias muy prolongadas
pueden facilitar la transmision rapida del potencial de membrana a través de distancias
significativas dentro de la misma célula (Skulachev, 2001). Por el contrario, la
fragmentacion de la red mitocondrial puede facilitar el reclutamiento de organelas a
compartimientos celulares que requieran ATP. Tal es el caso de la fragmentacion de
mitocondrias en neuronas de hipocampo que facilitaria la incorporacién de mitocondrias
en las protrusiones neuronales, que tienden a retraerse a menos que las mitocondrias
sean reclutadas en zonas vecinas (Liy col., 2004).

Las células deficientes en Mfnl y Mnf2 o con pérdida de Opal evidencian
severos defectos funcionales (Chen y col., 2005). Estas células crecen muy lentamente y

exhiben una actividad reducida de todos los complejos respiratorios. La deficiencia
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respiratoria estd asociada con una heterogeneidad interorganelas vinculada a la
existencia de un potencial de membrana reducido. Estas deficiencias en la funcion
sugieren que las mitocondrias necesitan cooperar entre ellas a través de la fusion (Chen

y col., 2005).

Figura 3. Red mitocondrial en un fibroblasto de mamifero. Las células de la linea
COS-7 fueron marcadas para visualizar las mitocondrias (verde) y microtubulos (rojo)
y analizadas por inmunofluorescencia confocal indirecta. Las mitocondrias fueron
marcadas con un anticuerpo anti la subunidad B de la F-ATPasa y un anticuerpo
secundario conjugado a rodamina. Los microtibulos fueron marcados con un
anticuerpo anti tubulina y un anticuerpo secundario conjugado a fluoresceina. Escala 1
cm= 10 um. Tomada de Yaffe, 1999.

La fosforilacion oxidativa

Las mitocondrias generan la mayor parte (alrededor de un 90%) de la energia en
las células animales (Saraste, 1999). Esta produccion ocurre primariamente a través de
un proceso denominado fosforilacion oxidativa (OXPHOS), en el cual los electrones
son transferidos a través de moléculas que componen la cadena de transporte de
electrones. Estos electrones son generados a partir del NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido reducido) que es producido por oxidacién de nutrientes como la glucosa, y

son transferidos en ultima instancia al oxigeno molecular. La cadena de transporte de
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electrones consiste en cinco complejos respiratorios ensamblados en una orientacion
especifica en la membrana mitocondrial interna. El pasaje de electrones entre estos
cuatro primeros complejos libera la energia almacenada en forma de gradiente de
protones a través de la membrana y luego es utilizado por la ATP sintasa (el quinto
complejo enzimdtico) para producir ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) y

fosfato inorgénico (Figura 4).

A. Poro de transicion
de permeabilidad
mitocondrial . Transportadores de
Transportador Porina metabolitos

de carnitina Transportador

de calcio

Adenin- nucleotido
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CADENA

RESPIRATORIA Transportadores de
cationes monovalentes

B.
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Figura 4. Representacion esquematica de la mitoconodria (A) y de la cadena respiratoria (B). Q,
ubiquinona (coenzima Q); QH,, ubisemiquinona; Cit. ¢, citocromo c.

En los ultimos 20 afios, las investigaciones basadas en bioenergética

mitocondrial han evolucionado con el salto tecnologico, pasando del estudio de
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preparaciones de organelas crudas a abordajes moleculares directos. La informacion
estructural tridimensional y los resultados cristalograficos disponibles en la actualidad
han demostrado que los complejos se ensamblan en estructuras supramoleculares
denominadas “supercomplejos” o respirasomas (Schiagger, 2001).

El complejo I cataliza la transferencia de electrones del NADH a la ubiquinona,
estd compuesto por 40 unidades (Walker, 1992) y contiene centros flavina
mononucledtido (FMN) e hierro-azufre. La distribucion topoldgica de los componentes
del complejo I se esquematiza en la Figura 5. En orden secuencial, los principales
componentes del complejo I incluyen una flavoproteina de 54 kDa, proteinas de 24, 75
y 49 kDa y las proteinas TYKY y PSST unidas a la membrana interna y que transfieren
los electrones a la ubiquinona; se han detectado dos pooles de ubiquinona unidos al
complejo I (Raha y Robinson, 2000). La tasa de transferencia de electrones en el
complejo I es relativamente alta; la oxidacion del NADH procede a 250-500
nmol/min.mg prot, mientras que la tasa de transferencia de electrones del ubiquinol a la
citocromo c¢ reductasa es de 100-150 nmol/min.mg prot. El complejo I es sensible a la
rotenona y el sitio de union del inhibidor se encuentra en la subunidad PSST (Figura 5;

Schuler y col., 1999).
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Figura 5. Esquema de la estructura del complejo I. Tomado de Carreras y col., 2004b.

10



Introduccion

El complejo II es un componente del Ciclo de Krebs y participa en la
transferencia de electrones desde el succinato hasta la ubiquinona. Contiene flavina
adenina dinucledtido (FAD) y varios centros hierro-azufre (Sun y col., 2001). Se
encuentra anclado a la membrana interna a través del citocromo b. Como la reaccion de
oxidacion del succinato a fumarato libera menos energia, el complejo II no transloca
protones al espacio intermembrana y de esta forma, so6lo contribuye al transporte de
electrones y no a la formacion del gradiente electroquimico.

El complejo III o citocromo bc; es el encargado de transferir electrones desde el
ubiquinol hacia el citocromo c. Las tres subunidades que conforman este complejo son
el citocromo b, el citocromo ¢; y la proteina hierro-azufre de Rieske (Raha y Robinson,
2000). Esta reaccion de transferencia de electrones esta acoplada a la generacion de un
gradiente de protones a través de la membrana mediante un mecanismo conocido como
el ciclo Q. El ubiquinol es un compuesto liposoluble que puede moverse dentro de la
membrana y la oxidacién de los quinoles conlleva el transporte activo de protones a
través de la membrana. Este proceso requiere de la presencia de dos sitios activos, uno
para la oxidacion del ubiquinol y la liberacion de protones sobre la cara externa de la
membrana y otro para la reduccion de la ubiquinona acoplada a la captacion de protones
del lado interno de la membrana. Este complejo es bloqueado entre el citocromo b y el
citocromo ¢; por la antimicina A. La inhibicién de este sitio hace que se acumule el
radical semiquinona, lo cual aumenta notablemente la velocidad de produccion de anion
superoxido (Oy 7) al auto-oxidarse este ultimo a ubiquinol (Boveris y col., 1975).
También puede bloquearse la transferencia de electrones entre estos citocromos con
mixotiazol, sin la consecuente estimulacién de la produccion de radicales libres. El
oxido nitrico (NO), un radical libre del nitrogeno, puede unirse a la region de
citocromos bc; favoreciendo la produccion de anion superdxido (O, 7) y su producto de
dismutacion, el peréxido de hidrogeno (H,O,; Trumpower, 1990, Poderoso y col.,
1996).

El complejo IV o citocromo oxidasa es el ultimo complejo que interviene en el
transporte de electrones (Calhoun y col., 1994) y genera un gradiente de protones
transmembrana por un mecanismo diferente al del citocromo bc;. Su sustrato, el
citocromo ¢, es una hemoproteina hidrosoluble que dona electrones hacia la cara externa
de la membrana mitocondrial interna. Estos electrones son transferidos al sitio activo, el
cual contiene un anillo hemo de hierro y cobre, que son utilizados para reducir al O, a

dos moléculas de H,O (Figura 6). En los mamiferos, este complejo estad formado por 13
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subunidades y multiples cofactores con centros metalicos de cobre, magnesio y zinc
(Scout, 1995). El complejo utiliza la energia liberada en la transferencia de electrones
para bombear dos protones al espacio intermembrana por cada dos electrones que
transfiere. El complejo IV se inhibe, a nivel del grupo hemo, por cianuro, mondxido de
carbono (CO), azida y 'NO, todos inhibidores competitivos del O,, pero con diferente
afinidad por la enzima. El 'NO posee alta afinidad por el complejo IV (ICso = 0.1 pM),
que compite con el O, por el sitio de unidén a la enzima, el centro Cug y el citocromo a;
(Torres y col., 1995). La inactivacién es reversible y dependiente de la dosis (Poderoso
y col., 1996). El efecto inhibitorio del NO puede lograrse en concentraciones bajas
fisiologicas (50-100 nM 'NO inhiben el 50% de la actividad de la citocromo oxidasa).
Asimismo, al ser el NO un inhibidor competitivo de la citocromo oxidasa, si disminuye
la presion parcial de O,, aumenta el efecto del NO, y disminuye asi el consumo de
oxigeno. Cuando la relacion O,: NO es 1:150, el consumo de oxigeno se reduce al 50 %
del maximo (Poderoso y col., 2000). Asimismo, los efectos del NO sobre el complejo
IV y el metabolismo del oxigeno son parte de mecanismos adaptativos y fisioldgicos
que ocurren como respuesta a cambios en la disponibilidad de O, (Poderoso y col.,

1996, 1998).
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aHt

4¢e /

Subunidad |
o
h <2
2 H,0
aH"  an'

canal D canal K

Figura 6. Esquema de la estructura terciaria del complejo citocromo oxidasa y la
transferencia de electrones. (A) Las subunidades I y II contienen centros metalicos. El sitio
activo (citocromo a3/Cug) reside en la subunidad 1. El citocromo ¢ se une a la cara
citoplasmatica de este complejo y los electrones son transferidos al sitio activo a través del
Cug y del citocromo a;. (B) Topologia de la transferencia de electrones y protones en el
complejo citocromo oxidasa. Los protones son utilizados para reducir el O, a H,O o
bombeados hacia la cara citosolica de la membrana mitocondrial interna y transferidos a
través de dos canales (D y K) desde la matriz.
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La ATP sintasa mitocondrial (ATPasa F;Fy o complejo V) es la enzima capaz de
sintetizar ATP a partir del gradiente electroquimico generado a través de la membrana
mitocondrial y ademas puede hidrolizar ATP para bombear protones contra el gradiente
electroquimico. El complejo multiproteico V en los mamiferos posee 16 proteinas
diferentes (Lutter y col., 1993) y tiene un tamafio mayor a los 500 kDa. La region de
membrana (Fy) contiene el canal de protones y estd unido al componente catalitico
hidrofilico (F;), localizado en la cara matrical de la membrana, ambas porciones unidas
por un tallo de dos estructuras paralelas (Bottcher y col., 1998) llamado “rotor”. La
formacion del gradiente electroquimico favorece la catalisis de ATP por la subunidad
Fi, acoplada al bombeo de protones desde el espacio intermembrana hacia la matriz a
través de la subunidad Fy. La oligomicina es un inhibidor del complejo V ya que se une
a uno de los polipéptidos (de 23 kDa) de la subunidad Fy y de esta forma, inhibe la
sintesis de ATP.

El gradiente electroquimico de protones puede disiparse en presencia de agentes
desacoplantes, diminuyendo de esta forma la sintesis de ATP (Wallace y Starkov,
2000). Entre los desacoplantes se encuentran algunos compuestos de naturaleza
lipofilica y con capacidad de unir y liberar protones transportandolos a través de las
membranas, como acidos débiles, algunos compuestos fenolicos e hidrazonas como la
carbonil cianuro p-triflurometoxifenilhidrazona (FCCP). Otros compuestos
desacoplantes son los ionoforos, moléculas encargadas de transportar iones pequefos a
través de las membranas. También existen proteinas desacoplantes, homologas de los
transportadores anidnicos mitocondriales (UCPs), cuya expresion es inducible por
diversos factores entre los que se incluyen las hormonas tiroideas, la leptina y la
exposicion al frio. Estas proteinas actiian como transportadores de protones desde el
espacio intermembrana hacia la matriz, disipando de esta manera el gradiente de

protones (Lanni y col., 2003).

El genoma mitocondrial

Las mitocondrias difieren del resto de las organelas, dado que poseen su propio
ADN. Como ya fue mencionado anteriormente, las mitocondrias derivan
evolutivamente de la endosimbiosis de un organismo del grupo de las a-proteobacterias
con un ancestro de las células eucariotas que contenia un nucleo. En ellas se llevan a

cabo numerosas reacciones importantes en el metabolismo celular, tanto anabodlico
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como catabolico. Sin embargo, la mayor parte de los genes de la protomitocondria
original se han transferido al nucleo y, en los animales, los Unicos genes que han
permanecido en la mitocondria estan asociados a la funcion de sintesis de ATP. Desde
el punto de vista de su biogénesis, el sistema OXPHOS representa un caso Unico en la
célula ya que requiere la contribucion de los dos genomas celulares, nuclear y
mitocondrial, para su formacion (Lang y col., 1999). La mayoria de las proteinas que
componen la mitocondria, incluidas aquellas necesarias para la expresion de su genoma,
estan codificadas en el nucleo, se sintetizan en el citoplasma, generalmente en forma de
precursores, y finalmente se importan, ensamblan y procesan en el interior de la
organela. Por el contrario, el genoma mitocondrial codifica solamente un pequefio
numero de polipéptidos componentes del sistema OXPHOS y los ARNs necesarios para
la sintesis de los mismos (Lang y col., 1999).

El genoma mitocondrial presenta una serie de caracteristicas Uinicas como son la
utilizacion de un codigo genético modificado, una alta tasa de mutacion, poliploidia, y
tener un modo de organizacion y expresion muy especifico. Sin embargo, lo que mas
llama la atencidn es el modo de transmision del mismo (Ephrussi y col., 1949). Debe
enfatizarse que el genoma mitocondrial se hereda exclusivamente por via materna
(Anderson y col., 1989). Las pocas mitocondrias de los espermatozoides se degradan
selectivamente en los primeros estados del desarrollo embrionario permaneciendo
solamente las mitocondrias derivadas del évulo que se utilizan para repoblar el nuevo
individuo. Por esta razon el genoma mitocondrial ha sido utilizado para construir
arboles evolutivos ya que permite trazar lineas genéticas directas. Ademas, su alta tasa
de mutacion (10 veces mas alta que el ADN nuclear) hace mas facil la resolucion de
diferencias entre individuos cercanamente emparentados. Por otro lado, el ADN
mitocondrial (ADNmt) no recombina lo que facilita la interpretacion de los resultados.
Este modo de herencia que impide la recombinacion de los genomas mitocondriales
paternos parece haber contribuido, junto con la tasa de produccion de ROS en el interior
de la mitocondria, a la migraciéon de genes mitocondriales al nucleo, donde podrian
sufrir recombinaciéon y mediante el proceso de seleccion natural, podrian haberse
eliminado variantes deletéreas (Wallace, 2007).

El ADNmt es una molécula circular, de doble cadena, superenrollada y que se
encuentra presente en la matriz. La cadena pesada (H) es rica en guanina y la liviana (L)
es rica en citosina. Particularmente, el genoma mitocondrial humano posee 16 kpb y

contiene so6lo 37 genes. Trece genes codifican para polipéptidos del sistema OXPHOS.
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Entre estos polipéptidos codificados por el genoma mitocondrial se encuentran 7
subunidades del complejo | o NADH deshdrogenasa (ND1, 2, 3, 4L, 4, 5y 6), 1
subunidad del complejo 11l o ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (cyt b), 3 subunidades
del complejo IV o citocromo oxidasa (COI, II y III) y 2 subunidades del complejo V o
ATP sintasa (ATP6 y 8). Ninguna subunidad del complejo Il esta codificada por el
genoma de la organela. Ademas de los genes que codifican para estos polipéptidos, 22
genes codifican para ARN de transferencia (ARNt) y 2 para ARN ribosomal (ARNr)
(12S y 16S) (Figuras 7 y 8).

Las moléculas de ADNmt se encuentran asociadas a proteinas especificas dentro
de la organela (Garrido y col., 2003). El factor de transcripcion mitocondrial A
(mtTFA), la proteina de union al ADN de hebra unica (mtSSB), la helicasa Twinkle y la
ADN polimerasa y (POLy) son parte de estas estructuras denominadas nucleoides.
Llamativamente, la subunidad catalitica de la POLy y la helicasa Twinkle poseen una
alta homologia con ciertas proteinas codificadas por los bacteriofagos T3 y T7. Este
hecho ha llevado a proponer a ciertos autores que algunos de los genes requeridos para
la replicacion y expresion del ADNmt fueron adquiridos a partir de un ancestro de un
bacteriofago de linaje impar, tempranamente en la evolucion de la célula eucariota, y
posiblemente cercanamente en el tiempo en que el evento de endosimbiosis ocurrio y
con ¢l, la aparicion de las primeras mitocondrias (Shutt y Gray, 2006).

La existencia de varias moléculas de ADNmt por mitocondria (de 2 a 10)
(Legros y col., 2004) y de numerosas mitocondrias por célula origina una situacion
particular, diferente de aquella encontrada en el nucleo, en relacién al nimero de
variantes alélicas. Asi, una mutaciéon en un ADNmt creara una poblaciéon mixta de
moléculas de tipo salvaje y mutante, situacion conocida como heteroplasmia. En
principio, el reparto de mitocondrias entre las células hijas en la division celular es al
azar y esto puede provocar variaciones en los porcentajes de mutacion a lo largo de las
lineas germinales lo que representa la base de la afeccion multisistémica caracteristica
de las enfermedades mitocondriales (Legros y col., 2004).

Los desordenes mitocondriales constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades entre las que se encuentran las encefalomiopatias. En ellas, los tejidos
mas afectados son el cerebro y el musculo ya que son los més dependientes del
metabolismo oxidativo y estan asociadas a defectos genéticos que afectan a

componentes de la cadena respiratoria y a su correcto ensamblaje.
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A pesar de las evidencias que apoyan la idea de transferencia de genes
mitocondriales al nacleo, el ADN mitocondrial ha permanecido dentro de la organela a
lo largo de la evolucion. No se tiene respuesta a este hecho pero se ha sugerido una serie
de causas: 1) las proteinas que estan codificadas por el genoma mitocondrial presentan
un alto grado de hidrofobicidad lo que dificultaria su importe a la mitocondria; de
hecho, la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa y el citocromo b son los componentes
mas hidrofébicos de la cadena respiratoria y son de los pocos polipéptidos codificados
por el genoma mitocondrial; 2) estas proteinas podrian ser toxicas en el citoplasma; 3)
la existencia de un genoma en la mitocondria permitiria una regulacion local, rapida y
mas fina de la expresion de los genes que codifica; y 4) es plausible que no se haya
terminado todavia de transferir toda la informacion que contiene al nucleo,

posiblemente por el cddigo genético diferente que utiliza (Wallace, 2007).

[] No codificante

Transcriptos HSP
B ARNm
] ARNt

ADNmt humano H I ARNr

ranscriptos LSP
[ ] ARNm

[ ] ARNt

Figura 7. Mapa genético del ADN mitocondrial humano. En el esquema se indican
los genes para los que codifica: ARNr (12S y 16S), ARNt mostrados con la
abreviatura del aminodcido que les corresponde, y secuencias codificantes de
prolipéptidos (ND: subunidades de NADH deshidrogenasa; cyt b: citocromo b; CO:
citocromo ¢ oxidasa). H;, H, y LSP indican los lugares de iniciacion de la
transcripcion de la cadena pesada y ligera, respectivamente. Oy y Op simbolizan el
origen de replicacion de la cadena pesada y ligera, de acuerdo con el modelo de
desplazamiento de hebra.
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Figura 8. Biogénesis mitocondrial y la maquinaria OXPHOS. El complemento
proteico de la mitocondria consiste en 13 subunidades codificadas por el ADNmt,
que son sintetizadas en la organela. El resto de las proteinas son codificadas por
genes nucleares y sintetizadas en el citosol e importadas a la mitocondria. Se detalla
el nimero total de subunidades codificadas por el ADN nuclear y mitocondrial para

cada complejo OXPHOS.
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Translocacion de proteinas a la mitocondria

A lo largo de la evolucion, la mitocondria ha sufrido cierta presion de seleccion
para mantener las funciones codificadas por el organismo procariota que le dio origen.
Este proceso fue acompanado por el establecimiento de genes nucleares que codifican
para productos que optimizan la condiciéon de aquellos compartimientos derivados de
endosimbiontes (Kurland y Andersson, 2000). Ya sea por la generacion de novo o por
transferencia horizontal de genes, estos acontecimientos llevaron a una reduccion
masiva del genoma endosimbionte (Figura 9). Por lo tanto, se hizo evidente la evolucion
conjunta de sistemas de importe de proteinas que reconocieran y relocalizaran los
polipéptidos codificados por el genoma nuclear en las organelas nacientes (Figura 10;
Dolezal y col., 2006; Dyall y col., 2004).

El proceso de importe de proteinas a la mitocondria involucra mecanismos
moleculares complejos, muchos de los cuales son dependientes de la utilizacion de
energia. De hecho, aquellas proteinas que son liberadas de la organela durante la
induccion de la apoptosis (citocromo ¢, AIF y Smac/DIABLO) son originalmente
importadas desde el citosol. Resulta interesante conocer que las mitocondrias que
carecen de ADN aun conservan el potencial de membrana y las funciones de importe
mitocondrial a pesar de que no pueden llevar a cabo la fosforilacion oxidativa. La
compleja maquinaria de importe depende del destino intramitocondrial de la proteina a
ser translocada y puede incluir chaperonas (que pliegan y despliegan las proteinas),
translocasas de membrana externa (TOM), translocasas de membrana interna (TIM), y
para las proteinas que deben alcanzar la matriz como destino final, se requieren
chaperonas que utilizan ATP, necesario para que las mismas atraviesen la membrana
interna y alcancen su plegado final (Schleyer y col., 1982). En la Figura 11 se
esquematiza la arquitectura mitocondrial y los complejos responsables de la

translocacion de proteinas a la organela.
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Mitocondria
10-100 genes -
Ops

Peroxisomas

Golgi
Citoplasma

~ 3000 proteinas
Mitocondria

Reticulo ~1000 proteinas

endoplasmatico

Reticulo
\) \ endoplasmatico
\ ~1000 proteinas

Niclea
5000+ genes

Figura 9. Genoma celular y proteomas subcelulares. En el esquema se muestra una
representacion de una célula eucariota con alrededor de 5000 proteinas codificadas por
el genoma nuclear. Basado en trabajos en S. cerevisiae, los genes nucleares podrian
codificar para cerca de 1000 proteinas cuyo destino final es el reticulo endoplasmatico
para ser distribuidas en el sistema de endomembranas, 3000 se plegarian en el
citoplasma (aunque podrian redistribuirse luego a peroxisomas y nucleo) y alrededor de
1000 proteinas serian importadas a mitocondria. Solo el 1-10% de las proteinas
presentes en la organela serian codificadas por el genoma mitocondrial y sintetizadas en
ribosomas mitocondriales. Tomado de Dolezal y col., 2006.
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ENDOSIMBIOSIS

endosimbionte ... genoma
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organela genoma reducido

Figura 10. Transferencia génica al ntcleo. Los endosimbiontes procariotas
probablemente existieron como una poblacion replicativa (rosa) dentro del huésped
(naranja). La lisis de estas bacterias, y/o la pérdida del ADN durante la division, podrian
haber provisto la fuente para la transferencia génica al nucleo. La redundancia génica
luego de la evolucion de la maquinaria de importe de proteinas y la pérdida génica
llevaron a la reduccion del genoma de la organela. Tomado de Dyall y col., 2004.
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Figura 11. Arquitectura mitocondrial. Aquellas proteinas que son importadas del citosol
deben atravesar una o ambas membranas mitocondriales a través de complejos
transportadores como TOM y TIM. VDAC (canal anionico dependiente de voltaje) solo esta
presente en la membrana externa y permite la difusion de iones y metabolitos. Por el
contrario, la membrana interna es impermeable y de esta forma se logra mantener el
potencial de membrana. ANT: transportador del nucledtido adenina.

Secuencias de importe

Presecuencias:
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Algunos precursores citosolicos de proteinas mitocondriales contienen informacion
necesaria y suficiente para dirigirlos a la organela. En la mayoria de los casos, esta
informacion estd presente en forma de una secuencia clivable en la region N-terminal,
también llamada presecuencia o prepéptido. Por lo general, las secuencias de importe N-
terminal se llaman MTS (matrix-tagged sequence) porque acercan el extremo N-
terminal de la proteina dentro de la membrana interna y hasta la matriz. En ausencia de
otra informacidn, estas secuencias dirigen a la proteina hacia la matriz. Consisten en
secuencias de 10-80 aminoacidos que poseen el potencial de formar hélices anfipaticas
con una cara hidrofobica y otra cargada positivamente. En la mayoria de los casos, la
secuencia N-terminal es clivada de los precursores por la peptidasa de procesamiento
mitocondrial (MPP) a medida que los sitios de clivaje alcanzan la matriz (Lemire y col.,

1989; Abe y col., 2000).



Introduccion

- Secuencias internas:

Muchos precursores mitocondriales no contienen presecuencias N-terminales pero si
poseen sefales internas. Tipicamente, estas secuencias carecen de patrones consistentes
y la naturaleza de estas sefiales permanece desconocida hasta el momento, aunque
fueron bien caracterizadas para la familia de los transportadores de membrana interna.
En estas proteinas, la secuencia esta escondida en la proteina madura entre aminoacidos
importantes para el plegado y la funcién (Neupert, 1997; Pfanner y Geissler, 2001). Las
sefiales internas se encuentran en proteinas destinadas a todos los compartimientos

mitocondriales.

Chaperonas citosolicas

Las proteinas cuyo destino final es la mitocondria se encuentran formando
complejos en el citoplasma con chaperonas tales como Hsp70 y Hsp90 que las
estabilizan, dado que no presentan su estado de conformacién final son susceptibles de
degradarse y agregarse. Ademas, estas proteinas son capaces de asistirlas en el
reconocimiento de la superficie mitocondrial. La translocasa de membrana externa 70
(Tom70) posee dominios de repeticion de tetratricopéptidos (TPR) similares a los
encontrados en cochaperonas citosélicas de Hsp70 y Hsp90 (Wiedemann y col., 2004) y
la interaccion entre las chaperonas y Tom70 es esencial para el proceso de translocacion

(Fan y col., 2006).

Translocasa de membrana externa

El complejo TOM media virtualmente el importe de todas las proteinas de la
mitocondria. Reconoce las proteinas precursoras en el citoplasma, contribuye al
desplegamiento de las mismas, participa en la transferencia a través de los poros de la
membrana externa y media la insercion de algunas de las proteinas cuyo destino es la
misma membrana. La composicion y estructura del complejo TOM es similar en
animales, hongos y plantas. Esta formado por 7 componentes que pueden ser agrupados
de acuerdo a su funcion como receptores o como parte del poro de membrana. Tom20 y
Tom70 son los principales componentes que reconocen a las preproteinas. Ambos se
encuentran anclados por sus segmentos transmembrana N-terminal en la membrana

mitocondrial externa. El dominio citos6lico de Tom70 contiene 11 motivos de
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repeticion de tetratricopéptidos (Wu y Sha, 2006) que tienen preferencia por precursores
hidrofébicos que contienen secuencias internas de importe. Estos motivos no solo
reconocen a los precursores sino que ademas interactian especificamente con las
chaperonas citosolicas Hsp70 y Hsp90. La unién al ATP dispara la liberacion del
precursor de su chaperona y permite la insercion y pasaje a través del poro TOM
(Young y col., 2003). Por otra parte, Tom20 es el principal receptor para proteinas con
presecuencias N-terminal. El poro de importe general del complejo consiste en el
componente central, Tom40 y tres pequefias subunidades asociadas Tom5, Tom6 y

Tom7. Tom22 conecta a Tom20 con el poro central de translocacion.

Translocasa de membrana interna

La translocacién de proteinas de membrana interna estd mediada por dos
complejos denominados TIM23 (involucrado en el transporte de proteinas con
presecuencia) y TIM22 (relacionado con el transporte de proteinas con secuencias de
reconocimiento internas). El complejo TIM23 estad formado principalmente por dos
proteinas integrales de membrana, Tim23 y Tim17 (Bauer y col., 1996). Truscott y col.
(2001) mostraron que Tim23 puede formar un poro en la membrana a través del cual las
proteinas con presecuencia atraviesan la membrana externa. Este complejo actia de
manera coordinada con el complejo TOM entre las membranas externa e interna cuando
la proteina estd en transito. Tim44 se encuentra asociado a Tim23, que actlia como un
ancla para la chaperona Hsp70 mitocondrial, de localizaciéon matricial. El complejo
TIM22 incluye a las proteinas integrales de membrana Tim22 (Sirrenberg y col., 1996),
Tim54 y Tim18. Tim22 tiene la capacidad de formar un poro por lo cual, es la proteina
involucrada directamente en el pasaje de las proteinas con secuencias internas a través
de la membrana interna (Kovermann y col., 2002). Este canal se encuentra cerrado en
ausencia de precursores proteicos o cuando el potencial de membrana es bajo.

Los pequetios transportadores Tim (Tim9 y Tim10) se encuentran en el espacio
intermembrana, actian como chaperonas y estan involucrados en el pasaje de las

proteinas desplegadas a través del espacio intermembrana (Truscott y col., 2002).

Proteinas del espacio intermembrana

23



Introduccion

Mientras casi todas las proteinas de la matriz parecen utilizar la misma ruta de
importe (descripta anteriormente) y emplear ATP y el potencial de membrana para su
translocacion, las proteinas destinadas al espacio intermembrana se clasifican en 3
grupos diferentes basadas en su via de importe y requerimientos energéticos. Los
miembros del primer grupo tienen presecuencias bipartitas y emplean el complejo
TIM23 para su importe como por ejemplo, el citocromo b,. Muchas proteinas
proapoptoticas alcanzan el espacio intermembrana debido a sus secuencias bipartitas
(AIF, Smac/DIABLO) y son clivadas por peptidasas especificas (Hartl y col., 1987). El
segundo grupo esta representado por proteinas de bajo peso molecular que quedan
atrapadas en el espacio debido a su conformacion y plegamiento. Estas proteinas, son
importadas por un mecanismo independiente del complejo TIM23 y poseen las
siguientes caracteristicas: carecen de una secuencia N-terminal, poseen bajo peso
molecular y contienen patrones conservados de residuos cisteinas (e histidinas) que
favorecen la unidon de cofactores o la formacion de puentes disulfuro. Estas proteinas
parecen ser importadas por un mecanismo de atrapamiento debido a su plegamiento, que
incluye la difusion de las proteinas desplegadas a través del complejo TOM. Tal es el
caso del citocromo ¢, que posee un grupo hemo que actia como motivo de union a
cofactores o las pequefias proteinas TIMs que contienen el motivo Cys-X-X-X-Cys,
crucial para el importe mitocondrial y correcto ensamblado (Curran y col., 2002). Las
proteinas del tercer grupo se asocian con sitios de unidon sobre la membrana externa o
interna y no contienen presecuencias mitocondriales como ocurre con la creatinkinasa y
la adenilato kinasa (Herrmann y Hell, 2005).

El descubrimiento de la maquinaria de ensamblaje del espacio intermembrana
(MIA) ha generado una nueva perspectiva, que explota el mecanismo de intercambio
tiol-disulfuro, para explicar como la biogénesis de las pequefias proteinas Tim y otros
componentes del espacio intermembrana se lleva a cabo. Mia40 se expresa ubicuamente
en hongos, plantas y animales, y posee 6 residuos cisteina esenciales, 4 de los cuales se
encuentran organizados en dos motivos Cys-Xo-Cys (Chacinska y col., 2004; Terziyska
y col., 2005). Esta proteina interactua directamente con las nuevas proteinas importadas
al espacio intermembrana, y esta interaccion involucra la formacion de puentes
disulfuro transitorios a bajo potencial redox (0.30 V), equivalente al potencial redox de
la cadena respiratoria (-0.32 V en NADH a +1.14 V en COX) (Figura 12). De esta
forma, Mia40 se comporta como un componente oxidante que dona disulfuros a los

precursores entrantes. Este proceso constituye un mecanismo de 6xido-reduccion muy
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delicado y se ha demostrado la existencia de una sulfidril-oxidasa dependiente de FAD
llamada Ervl que funciona en cooperacion con Mia40 (Figura 12; Milenkovic y col.,

2007; Herrmann y Ko6hl, 2007).
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Figura 12. La via MIA: formacion de puentes disulfuro en el espacio intermembrana. Las
reacciones que median el importe de proteinas redox-regulado al espacio intermembrana
comienzan con la asociacién de precursores entrantes con el receptor Mia40 a través de un
intermediario disulfuro transitorio. La donacion de disulfuros por Mia40 a los sustratos permite su
plegado y retencion dentro del espacio y resulta en la liberacion de Mia40 en una forma reducida.
La sulfidril-oxidasa Erv]l mantiene a Mia40 en un estado oxidado y de esta forma, competente para
rondas subsecuentes de importe de precursores a través de la donacion de electrones al citocromo c.
El flujo de electrones desde el citocromo ¢ esta acoplado a los complejos de la cadena respiratoria
dentro de la membrana interna para reducir por ltimo el O, a H,O.
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Especies reactivas del oxigeno en la mitocondria

La mitocondria es la fuente mas importante de ROS en la mayoria de las células
de mamiferos (Cadenas y Davies, 2000; Turrens, 2003). Esta produccion de ROS
contribuye al dafio mitocondrial en un gran niimero de patologias pero es también
fundamental en la sefializacion redox celular normal (Droge, 2002). El primer reporte
acerca de la mitocondria como productora de ROS aparecidé en 1966 (Jensen, 1966)
seguido de los trabajos pioneros de Chance y colaboradores que demostraron que las
mitocondrias aisladas eran capaces de producir H,O, (Boveris y Chance, 1973; Chance
y col., 1979). Maés tarde, fue confirmado que el H,O, provenia de la dismutacion del O;”
generado dentro de la mitocondria (Loschen y col., 1971). El descubrimiento paralelo
que la mitocondria contiene su propia superoxido dismutasa (Mn-SOD) confirmé el
significado biologico de la produccién mitocondrial de O, (Weisiger y Fridovich,
1973).

Las especies reactivas del oxigeno incluyen al O,", al radical hidroxilo (HO") y
especies no radicalarias como el H»O,. Por otro lado, las especies reactivas del
nitrégeno (RNS) incluyen al NO y al aniéon peroxinitrito (ONOO") (Kamata e Hirata,
1999). Las ROS derivan de la reduccion del oxigeno molecular, componente obligado
de organismos eucariotas. El producto inicial, O, " resulta de la adicion de un solo
electron al O,. Pero el O,” puede ser rdpidamente dismutado por la SOD, produciendo
H,0, y O,, y este ultimo puede ser reutilizado para generar O,” nuevamente. En
presencia de metales de transicion, el H,O, puede ser convertido en el radical HO",
altamente reactivo (Droge, 2002).

Diferentes reacciones pueden contribuir a la generacion de especies activas en
las mitocondrias. A pesar de que la cadena de transporte de electrones es un sistema
muy eficiente, la misma naturaleza de las reacciones alternadas de 6xido-reduccion en
las que interviene un electron, predispone a cada miembro de la cadena a reacciones
paralelas con el O,. De esta forma, como la ubiquinona dentro de la cadena de
transporte de electrones cicla entre los estados de quinona (completamente oxidada),
semiquinona (producto reducido de un electron) y quinol (completamente reducido)
existe una tendencia a que un electron pase al O, directamente (generando O,"). Muchos

clusters hierro-azufre de la cadena respiratoria también estan sujetos a estas reacciones
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con el O,. Ademas de estas reacciones que ocurren en la cadena de transporte de
electrones localizada en la membrana interna, la enzima monoamino oxidasa de
membrana externa, cataliza la desaminacidon oxidativa de aminas biogénicas y es una
fuente adicional de H,O, que contribuye a un aumento en la concentracion en estado
estacionario de especies reactivas tanto dentro de la matriz mitocondrial como en el
citosol.

La tasa fisiologica de la produccion mitocondrial de O,” y H>O, depende del
estado metabolico mitocondrial. El estado 4 de reposo estd caracterizado por un tasa
relativamente lenta de respiracion, falta de disponibilidad de ADP y esta asociado con
un tasa baja de produccion de O, y H,O,, probablemente como consecuencia del alto
estado de reduccion de los componentes de la cadena respiratoria. Por el contrario, el
activo estado 3, con una alta tasa de consumo de O, y amplia disponibilidad de ADP,
muestra una velocidad relativamente lenta de produccién de O, y H,O, debido al
estado altamente oxidado de los componentes de la cadena respiratoria. Finalmente, el
estado anoxico 5, con una limitacion en el suministro de O, y una carencia de
respiracion, no muestra reduccion parcial de O, a O,” ni a H,O, (Boveris y Chance,
1973). Ademds de la tasa metabolica, la presion parcial de oxigeno (pO,) y la
disponibilidad de ADP, la produccién mitocondrial de ROS esta asimismo modulada
por el NO a través de mecanismos que involucran la union reversible a la citocromo
oxidasa, inhibicion de la transferencia de electrones en el segmento bc; y la oxidacion
del ubiquinol a ubisemiquinona con subsecuente autoxidacién y generacion de
superoxido. Estos efectos son llevados a cabo a partir de concentraciones crecientes de
NO que difunden a partir de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) o generados
intramitocondrialmente por la isoforma mitocondrial (Boveris y col., 1999; Poderoso y
col., 1996, 1998, 1999).

La tasa relativamente alta de produccién de O,” en la membrana mitocondrial
interna se encuentra en relacion funcional con la localizacion de la Mn-SOD en la
matriz. La velocidad de produccion de O,", liberado vectorialmente hacia el espacio de
la matriz, y la actividad de la Mn-SOD definen una concentracion en estado estacionario
de Oy" ([O;7]ss) estimada utilizando la aproximacion donde la tasa de produccion iguala
a la tasa de utilizacion (+d[O;7)/dt = -d[O,7]/dt). La [O,7]ss en la matriz puede ser
calculada considerando los aspectos anteriormente expuestos. Asumiendo que la tasa de
produccion de O;” por la mitocondria es de 0.57 x 10° M s"l, la [O;7]ss en la matriz

puede estimarse en 10" M (Boveris y col., 1972; Boveris y Cadenas, 1975).
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Los efectos toxicos del O, también estan mediados por el ONOO™ que se forma
como consecuencia de la rapida reaccién entre el O,” y el NO (k= 1.9 x 10'° M). La
protonacion del ONOO'™ es seguida por la rapida homolisis del acido. Esto genera dos
radicales de vida media muy corta, el didxido de nitrégeno (NO;) y el HO". Estos
radicales son los mediadores de gran parte del espectro de las reacciones de oxidacion
del ONOO" (Pryor y Squadrito, 1995). La altisima reactividad del ONOO' se ve limitada
en parte por su baja vida media (0.67 seg) que asegura una baja difusion (Denicola y
col., 1998). Esta particularidad determina que el ONOQO™ actie solamente en el sitio en

el cual es producido.

La oxidacioén del ubiquinol (UQH") por NO produce ubisemiquinona (UQ")
(reaccion 1) que por autoxidacion genera quinona (UQ) y O;” (reaccién 2). Esto
produce un aumento del estado estacionario de O," y por lo tanto aumenta también la
capacidad de reaccionar con el NO formando ONOO™ (reaccion 3; Poderoso y col.,

1999).
NO+UQH —— NO +UQ"
UQ + 02 — UQ + 02' ) (2)

NO+Oy  — ONOO 3)

El 'NO también inhibe la transferencia de electrones por el complejo III, a nivel

de la region de los citocromos bc, (Poderoso y col., 1996, 1998). La consecuencia de

esta inhibicion es nuevamente el aumento de los niveles de ubisemiquinona y por lo
tanto de O,” y de ONOOQO" (reacciones 2 y 3). Por lo tanto, el control fino que el NO
ejerce sobre de la regulacion del consumo de oxigeno, llevado a cabo a través de
reacciones de oxido-reduccion que involucran a los complejos I, III y IV y al ubiquinol,
es de gran relevancia para la fisiologia mitocondrial con implicancias en la produccion
energética celular.

El H,0, difunde fuera de la mitocondria y contribuye a la concentracion de H,O,
en el citosol. El equilibrio entre la velocidad de produccion y la velocidad de
degradacion de esta molécula por las enzimas citosolicas catalasa y glutation
peroxidasa, lleva a la concentracion de H,O, en el estado estacionario ([H,0:]ss) (Allen
y Tresini, 2000), que esta definida por la siguiente ecuacion:

+d[H,0,])/dt = -d[H,0,]/dt = k1 [peroxidasa] + k2 [catalasa]
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donde: +d[H202 ]/ dt es la tasa de produccion de H,O, dependiente de L-arginina, &/
es la constante para la reaccion catalizada por la glutation peroxidasa, y £2 la constante
de reaccion de segundo orden para el metabolismo del H,O, por la catalasa (Allen y
Tresini, 2000).

Durante muchos afios, el H,O, fue considerado como el subproducto inevitable
pero indeseado de la existencia aerobia. Dado el dafio inflingido por el H,O; se asumia
que, cuanto mas rapida fuera la eliminacion de este toxico, mejor seria para la célula.
Sin embargo, hoy en dia se sabe que las células de mamifero son capaces de producir
H,0, y mediar diversas respuestas fisiologicas como proliferacion, diferenciacion y
migracion (Sundaresan y col., 1995; Rhee y col., 2000). Esta visiéon ha llevado a
plantear implicancias de la sefializacion “redox” celular en la regulacion de procesos
normales y la progresion de patologias, incluyendo angiogénesis, estrés oxidativo,
envejecimiento y cancer. Este cambio en la interpretacion del rol del H,O, ha
evolucionado a partir de un entendimiento mas claro de la quimica redox y su influencia
en la biologia, es decir, de la sefalizacion celular basada en mecanismos reductivo-
oxidativos. Particularmente, el H,O, estd implicado en modificaciones reversibles de
cisteinas que subyacen el control de la homeostasis celular y diversas respuestas
biologicas. A medida que los componentes y mecanismos involucrados en la
bioquimica celular redox se hicieron mas definidos, surgieron nuevas areas de
investigacion sustentadas en la influencia espacio-temporal del H,O, en las vias de

sefializacion intracelular.

Defensas antioxidantes

Las células poseen sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para
eliminar las ROS/RNS y mantener la homeostasis redox. Un grupo principal de
antioxidantes enzimaticos, que catalizan la dismutacion del O,” a H,O, estd constituido
por la superoxido dismutasa (SOD). Existen multiples isoformas de SOD en diferentes
compartimientos celulares. La SOD1 (Cu/Zn-SOD) es el principal scavenger de O,” en
el citoplasma, el espacio intermembrana, el nucleo y los lisosomas, mientras que la

SOD2 (Mn-SOD) y la SOD3 son enzimas exclusivas de las mitocondrias y matriz
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extracelular, respectivamente (Faraci y Didion, 2004). La posterior conversion de H,O,
a H,O y O; ocurre a través de la accion de la catalasa, una enzima que habitualmente se
encuentra localizada en los peroxisomas, pero que también se localiza en las
mitocondrias, con una actividad variable segtn los distintos tejidos (Radi y col., 1991),
interpretandose su concentaciéon como un marcador aerdbico (Mayer, 1980). El H,O,
puede ser convertido también a O, a través de reacciones acopladas a la conversion de
glutation reducido (GSH) a oxidado (GSSG), catalizado por la glutation peroxidasa
(GPX). En humanos se encuentran presentes 5 isoformas de GPX dependientes de
selenio (Brigelius-Floh, 2006). GPX1 se expresa de forma ubicua y es el principal
scavenger para H,O, e hidroperoxidos lipidicos. GPX2 es especifica de epitelios y estd
altamente expresada en el tracto gastrointestinal, mientras que GPX3 es una enzima
glicosilada extracelular que se encuentra presente en plasma. Resulta interesante, que
GPX3 puede usar tiorredoxina (Trx) y glutarredoxina en adicion a GSH como dadores
de electrones para reducir un amplio espectro de hidroperoxidos. GPX4 est4 presente en
fracciones nucleares, citosolicas y mitocondriales, con variantes de splicing, y es la
principal enzima que previene la oxidacion de fosfolipidos de membrana. Una isoforma
recientemente descubierta, la GPX6 esté localizada preferencialmente en las mucosas de
los tejidos embrionarios. Ademas, enzimas tales como las glutation-S-transferasas
(GSTs) poseen una actividad peroxidasa independiente de selenio (Sheehan y col.,
2001).

Los antioxidantes no enzimdticos son reconocidos por ejecutar reacciones de
intercambio tiol-disulfuro, pero también juegan un rol central en el mantenimiento del
balance redox celular. Ademas de ser un cofactor de varias enzimas antioxidantes, el
GSH posee numerosas funciones. Estas incluyen el scavenging directo de HO™, oxigeno
singulete y la regeneracion de otros antioxidantes como vitamina C y E a sus formas

activas (Nakamura y col., 1997).

Tiorredoxinas

El sistema de tiorredoxinas constituye un mecanismo antioxidante de tioles muy
importante e incluye a las Trx y a las tiorredoxin-reductasas (TrxR). Las Trx son
proteinas multifuncionales de 12 kDa que contienen dos cisteinas redox-sensibles en su
sitio activo y un sitio activo conservado (Cys-Gly-Pro-Cys Bourdon y Blache, 2001;

Kondo y col., 2006). Estas proteinas se encuentran conservadas en muchos tipos de
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organismos procariotas y eucariotas. Muchas proteinas son sustratos para la actividad de
Trx como las peroxirredoxinas (Prx) que neutralizan el H,O,, y su actividad es
reconstituida in vitro por accion de las TrxR y del NADPH. Con respecto al mecanismo
de actividad oxidorreductasa de Trx, se sabe que los dos residuos cisteina del motivo
catalitico juegan roles diferentes (Figura 13A; Kallis y Holmgren, 1980). El grupo tiol
del residuo cisteina N-terminal (Cys®* en Trx1 de humanos) ataca uno de los atomos de
azufre de los residuos cisteina que forman puentes disulfuro en proteinas sustratos. El
grupo tiol de la cisteina N-terminal es facilmente desprotonado por los residuos que lo
rodean, incluyendo el Asp®® y puede de esta forma realizar un ataque nucleofilico
(Dyson y col., 1997). Esto resulta en la formacion de una reaccion intermediaria entre
Trx y la proteina sustrato que estd unida por un puente disulfuro. La reaccioén
subsiguiente es realizada por el grupo tiol del residuo cisteina C-terminal (Cys™), que
ataca el &tomo de azufre del residuo cisteina N-terminal formando el puente disulfuro en
el complejo intermediario y liberando la proteina sustrato de Trx. En consecuencia, se
forma un puente disulfuro entre los dos residuos cisteina de Trx que posteriormente es

reducido por la TrxR (Figura 13B; Thelander, 1967).
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Figura 13. (A) Cascada redox de Trx. Trx es una oxidorreductasa capaz de reducir
puentes disulfuro de varias proteinas blanco. El NADPH actua como dador de electrones
para la cascada completa. De esta forma reduce a TrxR, y posteriormente, ésta reduce a
Trx. Trx reducida puede reducir a Prx, que elimina el HyO,. (B) El mecanismo de
reduccion de puentes disulfuro por Trx es llevado a cabo por los dos residuos cisteina que
se encuentran en el sitio catalitico. La reaccion finaliza con la generacion de un puente
disulfuro en Trx y la consecuente reduccion de la proteina sustrato.
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En la actualidad se conocen dos Trx de mamiferos, Trx1 y Trx2 (Spyrou y col.,
1997). Trx1 es una proteina ubicua que tiene multiples funciones. Juega un rol muy
importante como molécula clave en la cascada de neutralizacion de ROS. Si bien en esta
cascada Trxl reduce a Prx, que luego directa y eficientemente neutraliza las ROS,
numerosos reportes indican que Trxl es también capaz de neutralizar H,O,
directamente, y puede proteger a las células del estrés oxidativo reduciendo los puentes
disulfuro incorrectos de determinadas proteinas (Funato y Miki, 2007). Esta isoforma se
localiza principalmente en el citosol y transloca al nucleo cuando las células son
estimuladas con tratamientos que generan ROS. Una vez en el ntcleo, Trx1 modula el
estado redox de factores de transcripcion y sus proteinas reguladoras como NF-kB y
Ref-1 y controla la actividad transcripcional (Hayashi y col., 1993; Hirota y col., 1997).
En 1997, Spyrou y colaboradores reportaron una proteina novel con alta homologia a
Trx1 y la denominaron Trx2. Esta isoforma se localiza en mitocondria y posee una
secuencia de 60 aminoacidos en el dominio N-terminal que le marca a la proteina su
destino mitocondrial. Ademads, Trx2 parece ser mas resistente a la oxidacion que Trx1
(Spyrou y col., 1997). Numerosos reportes han descripto un aumento en los niveles de
ARNm de Trxl en tumores de mama y otros tipos de cancer solidos como colon,
higado, pulmon y prostata (Cha y col., 2009). El aumento en los niveles proteicos de
Trx1 podria estar relacionado con la resistencia a la quimioterapia (Arnér y Holmgren,

2006).
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Transduccion de sefaleg evolucion del kinoma

Las cascadas de sefializacion celular median el desarrollo ordenado, crecimiento,
homeostasis y reproduccion de organismos multicelulares. Este sistema le permite a las
células responder a los estimulos ambientales integrando numerosas sefiales extra e
intercelulares en una respuesta coordinada. El término “transduccion de sefiales” fue
acufiado por primera vez en 1969 por Martin Rodbell en un intento por describir como
las células reciben, procesan y en ultima instancia, transmiten informacion de sefiales
externas como hormonas, drogas o incluso la luz. Rodbell consideraba a la transduccion
de sefiales como un proceso en el cual los receptores de superficie celular reciben
informacion del medio exterior y la transmiten a un amplificador (o efector como la
adenilato ciclasa) a través de alguna forma de mensajeros intracelulares. De esta forma
defini6 el término “transductor” para la molécula encargada de procesar esta
informacion, identificando a las proteinas G y recibiendo en 1994 el Premio Nobel en
Fisiologia y Medicina. Originalmente, entendia a los transductores de sefiales como
interruptores de encendido/apagado (Figura 14A). Sin embargo, este sencillo modelo
fue revisado subsecuentemente para incorporar muchas proteinas que act@ian como
redstatos y que controlan la amplitud de la sefal de salida (Figura 14B). Estudios
recientes sugieren un nivel de control molecular mas alto por medio del cual,
determinadas moléculas de sefializacion actian como mini-procesadores que integran
sefales de multiples estimulos extracelulares a través de cambios conformacionales
funcionalmente importantes en respuesta a cofactores, eventos de translocacion y
modificaciones post-traduccionales (fosforilacion, nitracién de tirosinas, oxidacion de
cisteinas) como modo de sensado del microambiente intracelular ajustando la sefial de
salida (Figura 14C). Este tipo de control regulatorio ain mas elaborado y matizado es
probablemente un mecanismo general que se aplica a muchas proteinas sefializadoras,
sugiriendo que el campo de la transduccion de sefiales se encuentra aun en etapas de
extenso estudio (Steinberg, 2008).

Desde el descubrimiento hace casi 50 afios atras de la fosforilacion reversible
como moduladora de la actividad de la glucogeno sintasa (Friedman y Larner, 1963), ha
surgido un vasto interés en el rol de la fosforilacion en la regulacion de la funcionalidad

de las proteinas. La secuenciacion completa del genoma humano ha permitido la
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identificacion de casi todas las protein-kinasas humanas y el tamafio considerable del
kinoma se ha estimado en un 2% de todos los genes (Manning y col., 2002). De esta
forma, las protein-kinasas eucariotas constituyen una de las familias de genes mas
grande de todos los eucariotas. La distribucion de las subfamilias de kinasas entre los
phyla ha demostrado que existian 53 tipos de kinasas en el antecesor comun a todos los
eucariotas. La emergencia de los metazoos vino acompafiada de 76 nuevas clases de
kinasas, incluyendo el grupo tirosin-kinasa mientras que las levaduras han perdido 28
clases de su antecesor (Manning y col., 2002).

A pesar de la divergencia evolutiva, la mayoria de las protein-kinasas contienen
un dominio catalitico que pertenece a la superfamilia de protein-kinasas eucariotas
(ePK) y todas las otras protein-kinasas se clasifican como protein-kinasas atipicas
(aPKs). Las ePKs se clasifican en 7 grupos principales y se subdividen en familias y
hasta subfamilias, basadas en la secuencia de sus dominios ePKs: AGC, CAMK,

CMGC, CKl1, STE, TKL y TK kinasas (http://kinase.com). Todas las protein-kinasas

participan en las vias de transducciéon de sefiales fosforilando su sustrato y en
consecuencia, modificando la actividad del mismo (activacion o inactivacion) y de esta
forma, desencadenando una respuesta celular determinada ante el estimulo recibido.

Los sistemas de sefializacion intracelular no son exclusivos de células eucariotas
sino que también juegan un rol fundamental en los organismos procariotas. Las ePKs
poseen una gran riqueza de ancestros filogenéticos en procariotas que comparten el
mismo mecanismo catalitico y se las denomina ePK-like (ELK). Solamente unas pocas
han sido estudiadas en profundidad aunque la secuenciacion del genoma ha provisto de
nuevas perspectivas en estos grupos y ha permitido analizar 45000 secuencias de PKL
que se han agrupado en 20 familias principales, en contraposicion a la mayoria de las
kinasas del genoma humano que corresponden a una Unica familia, la ePK (Kannan y
col., 2007). La mayoria de los mecanismos de sefializacion en procariotas se pensaba
que ocurrian a través de kinasas histidin-aspartato estructuralmente distintas. Sin
embargo, existe evidencia acerca de la importancia de diferentes familias de ELKs en
procariotas y los estudios cristalograficos han demostrado la gran similitud en la

estructura y mecanismo catalitico con las ePKs (Kannan y col., 2007).
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Figura 14. Evolucion de los conceptos de la activacion de los caminos de sefalizacion. (A) El
concepto original de vias de transduccion de seiales lineales en las cuales el estimulo evoca una
respuesta a través de la accion de transductores (como proteinas G o isoformas de PKC). (B) Modelo
de transduccion de sefiales en el cual multiples estimulos pueden converger en un nico camino de
sefializacion y alterar la amplitud de la respuesta. Esta acepcion podria reflejar la activacion de
diferentes pooles de una misma enzima. Alternativamente, el control de la amplitud podria deberse a
las propiedades estimulatorias diferenciales de agonistas completos o parciales. (C) Modelos mas
corrientes de transduccion de sefiales evidencian un alto nivel de integracion de la sefial por proteinas
(como PKCd, MAPKs y Akt) que son reguladas a través de cambios conformacionales, eventos de
translocacion, y varias modificaciones post-traduccionales (fosforilacion, oxidacion, nitracion) que
pueden subyacer respuestas de sefializacion estimulo-especificas. Adaptado de Steinberg, 2008.
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Akt/Protein-kinasa B

Las primeras investigaciones sobre Akt se remontan a su descubrimiento por
Staal y colaboradores en 1977, en un virus transformante de leucemia, en ratones con
una alta incidencia de linfomas espontaneos. Este virus, llamado Akt8 producia focos de
transformacion maligna en la linea epitelial CCL-64. Una caracteristica Unica de Akt8
era su incapacidad de inducir formacién de focos en otras lineas celulares como
fibroblastos NIH/3T3, lo que sugeria que el virus contenia previamente un oncogén altn
no descripto. El grupo de Staal aislo6 este retrovirus a partir de la linea CCL-64 infectada
con Akt8 y demostrd que contenia una secuencia oncogénica procedente de la célula, a
la cual llamaron Akt (Staal y col., 1977). A pesar de las caracteristicas importantisimas
de Akt, la identidad de este oncogén transformante responsable de estos efectos
permanecié desconocida por muchos afios.

En 1991, tres grupos de investigacion independientes identificaron el gen
correspondiente a Akt/PKB. El primero de estos reportes (Jones y col., 1991) identifico
un gen que codificaba para una serin-treonin-kinasa, al que llamaron Rac (relacionada
con PKA y PKC kinasas), subsecuentemente renombrada Akt/PKB. Estos autores
demostraron la actividad kinasa in vitro utilizando histona HI como sustrato. El mismo
afno, un segundo reporte de Bellacosa y colaboradores (Bellacosa y col., 1991) describid
el clonado de v-Akt. La proteina codificada constituia una fusion entre la proteina viral
Gag vy la isoforma o de PKB. En forma similar, describieron la semejanza de Akt con
PKC y sugirieron que la migracion retardada de la proteina en un SDS-PAGE era el
resultado de la fosforilacién de la misma. Finalmente, Coffer y Woodget usaron una
técnica de screening por PCR para identificar un ADNc novel de homologia
significativa con PKA y PKC, al que llamaron PKB (Coffer y Woodget, 1991). Junto
con el descubrimiento de una segunda isoforma Akt2/PKBp, los tres trabajos
establecieron a Akt como una nueva protein-kinasa ampliamente expresada e implicada
en diversos procesos celulares.

En la actualidad, se han identificado tres isoformas de Akt en células de
mamiferos: Aktl/PKBa, Akt2/PKBB y Akt3/PKBy (Figura 15) involucradas en el
metabolismo de la glucosa, regulacion de la transcripcion, proliferacion, apoptosis,

migracion y angiogénesis. Las tres isoformas se encuentran codificadas por genes
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ubicados en distintas regiones cromosdmicas, correspondiendo en humanos la ubicacion
14q32.32 para Aktl, 19q13.1-q13.2 para Akt2, y 1q43-q44 para Akt3. El analisis de la
secuencia aminoacidica de Akt revela la existencia de una region N-terminal
denominada pleckstrin homology (PH) que comprende cerca de 100 aminoacidos. Este
motivo fue reconocido inicialmente en la pleckstrina, el principal sustrato de PKC en las
plaquetas. A pesar que el dominio PH no es altamente conservado en todos los
eucariotas, su estructura si lo es. Esta consta de siete laminas plegadas p antiparalelas
que forman un bolsillo hidrofébico constituyendo moddulos con afinidad de unién a
lipidos, ademds de estar involucrados en interacciones proteina-proteina. A
continuacion del dominio PH, la secuencia de Akt consta de un pequeiio segmento
conector a-hélice, un dominio catalitico o kinasa y un dominio C-terminal regulatorio
(Figura 15).

Akt pertenece al grupo de protein-kinasas que integran la llamada familia AGC
(protein-kinasa A, protein-kinasa dependiente de GMPc y protein-kinasa C). Las AGC
kinasas contienen regiones de alta homologia en sus dominios kinasa. Asimismo, para
su completa activacion requieren ser fosforiladas en un residuo del dominio kinasa y en

otro ubicado en el motivo hidrofébico C-terminal (Figura 16).

dominio dominio dominio
catalitico regulatorio
| || | | &
I | | | B
I | | | B4
[ || | [
i N -,
Gag
[ I [ | I | v-Akt (Gag-PKB)
i il | | DPKB-66
— i | | DPKB-85
100 aa .
TiBS
Figura 15. Dominios correspondientes a Akt. Todas las isoformas contienen un
dominio PH N-terminal, uno catalitico y uno regulatorio C-terminal. PKBy; posee una
secuencia C-terminal Unica de 14 aminoacidos comparada a los 28 presentes en su
variante de splicing y que carece del sitio de fosforilacion Ser*’’. v-Akt constituye la
forma viral de Akt y consta de una fusion entre la secuencia Gag viral y Aktl. DPKB-
66 y DPKB-85 son formas de Akt identificadas en Drosophila melanogaster.
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Figura 16. Alineamiento de los dominios presentes en los distintos miembros
de la familia de AGC kinasas. Todos los miembros poseen un sitio P-Thr/Ser
en el dominio catalitico y otro P-Thr/Ser en el dominio regulatorio, a excepcion
de PKA que carece del residuo Ser en el dominio C-terminal.

Mientras el ARNm de Aktl es ubicuo, la expresion de Akt2 es elevada en
tejidos que responden a la insulina, como la grasa parda, el musculo esquelético y el
higado. La expresion de Akt3 es ubicua y presenta bajos niveles en musculo esquelético
e higado. Aktl estd involucrada principalmente en mecanismos de proliferacion celular
y los ratones mutantes para Aktl exhiben un tamafio pequefio desde el nacimiento hasta
la adultez (Chen y col.,, 2001). El retardo en el crecimiento afecta tanto tejidos
embrionarios como extraembrionarios. Akt2 es requerida para el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa; su ausencia lleva a la hiperglucemia e intolerancia a la
glucosa, en forma semejante a algunas caracteristicas clinicas importantes de la diabetes
mellitus tipo 2 en humanos. Los ratones que carecen de Akt2 son diabéticos e incapaces
de disminuir los niveles de glucosa en respuesta a la insulina. En los knock out machos,
la resistencia a la insulina progresa hacia una forma severa de diabetes acompafiada por
la apoptosis de las células  pancreaticas (Cho y col., 2001). A pesar que la pérdida de
funcion en los knock out para Akt3 no ha sido todavia completamente caracterizada, se
ha observado que la disrupcion del gen de Akt3 no afecta el tamafio embrionario (Yang
y col., 2003). Sin embargo, la importancia crucial de Akt se pone de manifiesto por la

letalidad embrionaria que presentan los ratones doble knock out para Aktl y Akt3. Al
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evaluar la sobreexpresion de Akt, algunos estudios demostraron que la isoforma
constitutivamente activa Aktl (myrAktl) o la mutante E40K en el timo de ratones eran
capaces de inducir linfomas timicos; myrAktl indujo linfomas de latencia corta
mientras que E40K favorecio la induccion de linfomas en 6rganos linfoideos periféricos
en edad avanzada (Malstrom y col., 2001). Asimismo, a pesar que el tamafio del timo
era normal, los timocitos de los ratones que expresaban myrAktl eran
significativamente mas grandes que aquellos de los no transgénicos, confirmando el rol

de Aktl en la regulacion del tamafo celular.

Mecanismos de activacion de Akt

Akt es activada cldsicamente en respuesta a sefiales inducidas por factores de
crecimiento y citoquinas, asi como también estrés oxidativo, a través de receptores
tirosin-kinasa. Esta activacion depende de fosfatidilinositol trifosfato (PtdIns-3,4,5-P3),
un lipido presente en membranas que se convierte a partir de fosfatidilinositol bifosfato
(PtdIns-4,5-P;) por accion de la enzima fosfoinositol 3-kinasa (PI3K). La interaccion de
PtdIns-3,4,5-P3 con el dominio PH de Akt favorece la uniéon con sus activadores rio
arriba y su consecuente fosforilacion en dos sitios: uno en el dominio kinasa y otro en el

308 473

extremo C-terminal, que corresponden a la Thr para la isoforma Aktl. La

308

y Ser
fosforilacion en Ser*” precede y facilita la fosforilacion en Thr'® (Sarbassov y col.,
2005). La kinasa responsable de fosforilar Aktl en Thr’® fue clonada en primer lugar y
su secuencia revelo la presencia de un dominio PH por lo que fue denominada protein-
kinasa dependiente de 3-fosfoinositol 1 (PDK1; Alessi y col., 1997). Sin embargo, la

kinasa responsable de la fosforilacion en Ser*”

fue dilucidada mucho tiempo después y
se le atribuye al complejo mTORC2 (compuesto por mTOR, Rictor y GBL y mSIN1),
especificamente a sus subunidades SIN1 y MIP1 (Sarbassov y col., 2005, Alessi y col.,
2009). De hecho, la mutante de Aktl S473D y Aktl monofosforilada en Ser*” por el
mTORC?2 son blancos mas eficientes para PDK1 que Aktl no fosforilada (Jacinto y
col., 2006). Estos hallazgos sugieren que la fosforilacion en Ser*”

anclaje para PDK1 (Figura 17; Frodin y col., 2002). La fosforilacion de Aktl en Thr’®

provee un sitio de
causa un cambio conformacional inducido por la carga que permite al sustrato unirse

con mas afinidad y aumentar en forma considerable la tasa de catalisis, en forma similar

a lo que ocurre con otros miembros de la familia de AGC kinasas. La fosforilacion en
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308 : . o ., .
Thr™ gobierna estrictamente la activacion de PKB y su mutacion a un residuo no

fosforilable como alanina reduce significativamente su actividad (Alessi y col., 1996).
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Figura 17. PI3K cataliza la conversion de PtdIns-3,4,5-P, a PtdIns-3,4,5-P;,
que poseen alta afinidad por el dominio PH. La Ser*”* es fosforilada por el
complejo mTORC2 y posteriormente la Thr*™ se fosforila por accion de
PDKI. La activacion de Aktl es inhibida por PTEN que convierte PtdIns-
3,4,5-P5 a PtdIns-3,4,5-P,. Por otro lado, una vez activada Aktl puede ser

desfosforilada por accion de la fosfatasa PP2A.

La localizacion de Akt en la membrana plasmatica es necesaria para la

473

fosforilacion en Ser”'” (Scheid y col., 2002). Por otra parte, la inhibicion de la actividad

308, sin afectar la

de PDKI1 con staurosporina reduce el nivel de fosforilaciéon en Thr
fosforilacion en Ser'”, indicando que la localizacion en membrana plasmatica coopera
con la actividad basal de PKB para activar la fosforilacién en Ser'”” (Scheid y col.,
2002). Asimismo, la fosforilacion en el residuo treonina provocaria un cambio en la
estructura terciaria de la proteina que haria que el dominio hidrofébico no responda y de
esta forma fuese menos susceptible a la accién de fosfatasas. De este modo, la forma
doblemente fosforilada y totalmente activa es mas estable.

Una vez activada, Akt es responsable de la fosforilacion de numerosos sustratos
localizados tipicamente en el citoplasma y el nucleo modulando la funcién de muchas
proteinas involucradas en la regulacion de la supervivencia, progresion del ciclo celular,
crecimiento, apoptosis y metabolismo de la glucosa, y por lo tanto juega un rol clave en

el desarrollo de multiples patologias como enfermedades neurodegenerativas, diabetes y

cancer (Brazil y Hemmings, 2001).
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Procesos celulares regulados por Akt

Hasta el momento han sido identificados un gran nimero de genes cuya
expresion es regulada por Akt. Todos los sustratos de Akt poseen el mismo motivo
basico de fosforilacion: RXRXXS/T. La regulacion por Akt puede ocurrir a nivel

transcripcional, traduccional y postraduccional.

Inhibicién de la apoptosis

La inhibicion de la apoptosis por Akt puede estar mediada por multiples
mecanismos, algunos de los cuales son célula-especificos. Akt inactiva por fosforilacion
los factores proapoptoticos Bad (en Ser'*®) y procaspasa-9, asi como también la familia
de factores de transcripcion Forkhead que inducen la expresion de factores
proapoptoticos como Fas ligando, Bim y PUMA (p53-up-regulated mediator of
apoptosis). La fosforilacion de las proteinas Forkhead induce su localizacion
citoplasmadtica posiblemente unidas a proteinas 14-3-3 y por lo tanto, son incapaces de
mediar la transcripcion en el nicleo. Ademas, la activacion de Akt se ha relacionado, en
células cancerosas, con resistencia aumentada a la apoptosis inducida por TRAIL/APO-
2L (TNF-related apoptosis-inducing ligand), un miembro de la superfamilia TNF que
tiene actividad antitumoral (Kandasamy y Srivastava, 2002). Asimismo, Akt activa al
factor de transcripcion CREB (cAMP response element-binding protein) y a IkB kinasa
(IKK), un regulador positivo de NF-kB, ambos reguladores de la expresion de genes
con actividad antiapoptotica (Pugazhenthi y col., 2000). La regulacion de la actividad
del factor de transcripcion NF-kB ocurre primariamente por la modulacion de su
molécula inhibitoria asociada, IkB (inhibidor de NF-xB). IkB es fosforilada por un
complejo kinasa que consiste en IKK (IxkB kinasa) o ¢ IKK[, que marca a la proteina
para su ubiquitinacion y degradacion, liberando el factor de transcripcion activo. IKKa
puede ser activado por multiples kinasas, una de las cuales es Akt. NF-xB regula
positivamente la expresion de Bcl-2, Bel-xp y otras proteinas inhibidoras de la apoptosis
o IAPs.

Otro integrante de la familia Bcl-2 regulado por Akt es el factor proapoptotico
Bax, que una vez inserto en la mitocondria es un regulador fundamental de la
permeabilidad mitocondrial que conlleva a la apoptosis. Bax es fosforilado por Akt en
su sitio inhibitorio (Ser'®) cerca del dominio C-terminal que contribuye a la supresion

de la muerte celular mediada por Bax en neutréfilos (Gardai y col., 2004). Bax forma un
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dimero con Bcl-2 y previene la actividad represora de muerte, por lo que la proporcion
de Bcl-2 y Bax determina la sensibilidad de las células a la apoptosis en respuesta a un
estimulo especifico. Por otra parte, Ahmed y colaboradores han demostrado que la
activacion de Akt induce la expresion de Bel-2 en células BAF/3 (Ahmed y col., 1997).
Estudios posteriores demostraron que la apoptosis neuronal inducida por NO estaba
acompafiada por una disminucion en la expresion de Bcl-2 y un aumento de la sintesis
de Bax. Asimismo, la activacion de la kinasa es necesaria y suficiente para inhibir los
cambios inducidos por NO en la expresion de Bcl-2 y Bax en respuesta a la accion
protectora de IGF-1 en células neuronales (Matsuzaki y col., 1999). Ademas, Aktl
activada puede causar un efecto protector en neuronas primarias de hipocampo a través
de su asociacion con la proteina de andamiaje JIP1 (JNK interacting protein 1), que
actua evitando el reclutamiento y ensamblaje de JNK y retrasando el inicio de la
apoptosis en respuesta a agentes inductores de exotoxicidad (Kim y col., 2002).

La mayoria de los estudios que demuestran la inhibicion de la apoptosis por Akt
han sido realizados en células en cultivo. Sin embargo, estudios mdas recientes han
confirmado que Akt es capaz de inhibir la apoptosis en animales. Los ratones con
homocigotas mutantes para PTEN exhiben en el octavo dia de gestacion, regiones
cefalicas severamente expandidas por inhibicion de la apoptosis regulada durante el
desarrollo (Stambolic y col., 1998). Asimismo, la proteccion de la apoptosis fue
observada en fibroblastos embrionarios derivados de estos ratones, asi como también en

timocitos de ratones transgénicos para myrAkt o Akt E40K (Malstrom y col., 2001).

Regulacion del ciclo celular
El control del ciclo celular mediado por Akt reside en la regulacion de la
localizacion subcelular de los miembros de la familia FOXO (Forkhead Box O),

19"y p27%'"1y y B-catenina, y la

inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas (p2
concentracion intracelular de p53 (via estabilizacion de Mdm2) como ejes centrales de

este camino de senalizacion (Figura 18).
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Figura 18. La progresion del ciclo celular regulada por Akt estd mediada por la transicion G1/S y la
iniciacion de la fase M. La fosforilacion por Akt estabiliza Mdm?2 y causa su translocacion al niicleo,
donde promueve la degradacién de p53, favoreciendo la reduccion de la transcripcion de p21<™. Por
otra parte, la fosforilacion de FOXO por Akt causa la permanencia de estos factores de transcripcion
en el citoplasma impidiendo la transcripcion de p27<". Ademas p21<" y p27" pueden ser
fosforilados por Akt impidiendo su localizacion nuclear y por lo tanto evitando la inhibicion de
CDK2 que facilita la transicion G1/S. Por otra parte, Akt aumenta la traduccion del ARNm de ciclina
D1 através de la fosforilacion y consecuente inhibicion de GSK3, promoviendo el pasaje a la fase M
del ciclo celular.

La inhibicion de GSK3 por Akt evita la fosforilacion de p-catenina
citoplasmatica, impidiendo su degradacion y de esta forma, es translocada al nucleo.
Una vez en el nucleo, B-catenina se une a diferentes factores de transcripcion
favoreciendo la expresion de varios genes, como ciclina D1, que induce la progresion
del ciclo celular a través de la hiperfosforilacion e inactivacion de la proteina de
retinoblastoma (Rb). Ademas, la fosforilacion disminuida de ciclina D1 por GSK3
promueve su estabilizacion (Diehl y col., 1998). Luego de la estimulacidon con factores
de crecimiento, Mdm2 es fosforilado por Akt y entra al nucleo, donde induce una
disminucién en los niveles de p53 y de su transactivacion. En ausencia del factor
supresor de tumor p19/p14**F, el complejo Mdm2-p53 abandona el nucleo y pasa al
citoplasma donde p53 es degradado a través del sistema ubiquitin-proteasoma (Sherr y
Weber, 2000).

La transicion de la fase G1/S por Akt ocurre a través del bloqueo de los

inhibidores del ciclo celular p21<"" y p27*'" via fosforilacion, que media la localizacion
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citoplasmatica de los mismos y su union a proteinas 14-3-3 (Datta y col., 1999). Por
otra parte, los niveles de p21“"" y p27*'"" son disminuidos a través de la fosforilacion de
los factores de transcripcion de la familia FOXO, que una vez localizados en el
citoplasma, son incapaces de promover la sintesis de los ARNm de dichos inhibidores
(Figura 18; Medema y col., 2000).

La proteina 4E-BP1 inhibe la traduccién de los ARNm al unirse al factor de
iniciacion de la traduccion elF-4E. La fosforilacion de 4E-BP1 por Akt evita su unién al
factor iniciador y remueve el efecto inhibitorio sobre la sintesis proteica (Gingras y col.,
1998). La estimulacion de la sintesis de proteinas por Akt puede favorecer la expresion
de un gran nimero de genes relacionados con el crecimiento como c-myc y c-fos, que
también pueden ser inducidos a nivel transcripcional, asi como también las ciclinas G1,

D1y D3.

Sefalizacidbn metabdlica inducida por insulina

La activacion de la via de Akt inducida por insulina juega un rol fundamental en
la transduccion de las sefiales que median muchos de los efectos metabdlicos de la
insulina, incluyendo el transporte de la glucosa, el metabolismo de lipidos, la sintesis de
glucdgeno y de proteinas.

Akt estimula el transporte de glucosa en respuesta a la insulina promoviendo la
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica (Kohn y col., 1996) y el aumento de
la expresion de GLUT1 y GLUT3 (Hajduch y col., 1998). Estudios posteriores sugieren
que, luego de la estimulacioén de adipocitos de rata con insulina, Akt2 se transloca a las
vesiculas microsomales donde colocaliza con GLUT4 y lo fosforila (Kupriyanova y
Kandror, 1999). La sintesis de glucogeno inducida por insulina es catalizada por la
enzima glucdgeno sintasa que es modulada por fosforilacion. La inactivacion de GSK3
por fosforilacion de Akt, activa la glucdgeno sintasa promoviendo la sintesis de
glucogeno en adipocitos 3T3-L1 (Ueki y col., 1998).

Otra proteina cuya expresion es inducida por Akt a nivel traduccional en
adipocitos 3T3-L1 es la leptina. La expresion de myrAkt (variante constitutivamente
activa) causa la induccion de un aumento en los niveles de leptina de 20 veces respecto
del control no miristoilado. Sin embargo, los niveles de¢ ARNm de leptina no se ven
afectados por la transfeccion de Akt consitutivamente activa por lo que esta kinasa es
capaz de inducir la produccion de leptina en adipocitos 3T3-L1 via un mecanismo no

transcripcional (Barthel y col., 1997).
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Transformacion y oncogénesis

Historicamente, los eventos de transformacion en cancer han sido definidos
como eventos de iniciacion (que contribuyen a los eventos tempranos de la transicion
neoplasica) o eventos de progresion (referidos a los procesos transformantes
subsecuentes). Los oncogenes codifican para proteinas que controlan la proliferacion
celular, apoptosis 0 ambos procesos. Pueden ser activados por alteraciones estructurales
resultantes de mutaciones o fusiones, por yuxtaposicion a elementos enhancers o por
amplificacion. Las mutaciones y translocaciones pueden ocurrir como eventos
iniciadores o durante la progresion del tumor, mientras que las amplificaciones
usualmente ocurren durante la progresion del tumor (Croce, 2008). Los productos de
oncogenes pueden ser clasificados en seis grandes grupos: factores de transcripcion,
remodeladores de cromatina, factores de crecimiento, receptores de factores de
crecimiento, transductores de sefales y reguladores de la apoptosis. En muchos
tumores, no solo se han identificado mutaciones activadoras de oncogenes sino también
pérdida de funcién de proteinas codificadas por genes supresores de tumores como p53
y Rb. Luego de la via de p53, el camino de senalizacion PI3K-PTEN-Akt constituye
una de las vias con mayor tasa de mutacion asociadas con el cancer. La via de Akt se
encuentra activada en el céncer a causa de varios mecanismos que incluyen
amplificacion, sobreexpresion o mutaciones puntuales de los genes que codifican para
Akt y sus activadores rio arriba, sobreexpresion de la proteina blanco elF4E, y delecion
o inactivacion de supresores tumorales responsables de la regulacion de la via.

Hanahan y Weinberg (2000) han propuesto que los cambios genéticos y
epigenéticos relacionados con el cancer son representativos de un conjunto finito de
alteraciones fisioldgicas que juntas conducen a la célula a la malignidad. La via de
sefializacion de Akt juega un rol prominente en varios procesos considerados centrales
en el cancer. La sobreexpresion de Akt puede permitirle a la célula tumoral volverse
mas sensible a los niveles de factores de crecimiento que normalmente no provocarian
proliferacion.

Asimismo, el rol oncogénico de la actividad desregulada de Akt reside en su
capacidad de inducir multiples efectos simultaneos tanto en la supervivencia como en el
crecimiento celular y apoptosis. GSK3 es una kinasa altamente conservada que es
inhibida al ser fosforilada por Akt. GSK3 controla numerosos eventos criticos del ciclo
celular, a través de reguladores como c-myc, ciclina D1 y E. Ademas, fosforila factores

de transcripcion que gobiernan el destino celular y la diferenciacion incluyendo c-jun,
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B-catenina y Notch. En general, la fosforilacion de proteinas por GSK3 resulta en una
inactivacion a causa de la vida media el sustrato fosforilado o del fosfo-sitio de anclaje
para ubiquitin-ligasas. De esta forma, inactivando GSK3, Akt es capaz de estimular las
funciones de estos sustratos. En consecuencia, en todos aquellos cénceres en que la
actividad de Akt estd aumentada se observan algunos de las siguientes caracteristicas:
fosforilacion de Mdm-2 y consecuente degradacion de p53, inactivacion de proteinas
proapoptoéticas, inactivacion de factores de transcripcion FOXO, estabilizacion nuclear
de B-catenina y aumento de la sintesis de ciclina D1, entre otros (Figura 19).

Ademas, Akt juega un rol en procesos adicionales caracteristicos del cancer,
como angiogénesis sostenida, potencial replicativo ilimitado e invasidon y metéstasis.
Akt promueve la angiogénesis aumentando la produccion de 6xido nitrico al mediar la
activacion de la eNOS, un modulador clave del tono vascular (Dimmeler y col., 1999).
Por otra parte, Akt también estimula la actividad telomerasa a través de la fosforilacion
de la subunidad hTERT (human telomerase reverse transcriptase; Kang y col., 1999).
Finalmente, Akt tiene un rol central en la invasion y metastasis estimulando la secrecion
de metaloproteasas de la matriz extracelular (Thant y col.,, 2000) e induciendo la

transicion epitelio-mesenquimatica (Grille y col., 2003).
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Figura 19. La fosforilacion por Akt regula la compartamentalizacion de multiples
sustratos involucrados en la progresion del ciclo celular y la inhibicion de la
apoptosis. (A) En células deprivadas de suero, los factores de transcripcion
proapoptoticos de la familia Forkhead y los inhibidores del ciclo celular p21 y
p27 se localizan en el nacleo, mientras que la oncoproteina Mdm-2 es retenida en
el citoplasma. (B) Luego de la estimulacion con factores de crecimiento y la
fosforilacion por Akt, la localizacion subcelular de los sutratos cambia
diametralmente, contribuyendo a la progresion del ciclo celular y la inhibicion de
la apoptosis. P21 citoplasmatico se puede unir a ASKI1 (apoptosis signal-
regulating kinase), inhibiendo la apoptosis. En ausencia de induccion por
p19/p14°*F el complejo Mdm-2/p53 pasa del niicleo al citoplasma donde p53 es
ubiquitinado y marcado para su degradacion.

Numerosos estudios han demostrado la existencia de amplificaciones de Akt en
tumores primarios y lineas tumorales (Scheid y Woodgett, 2001). Carpten y
colaboradores (2007) han descripto una mutacion activadora en el dominio PH de Aktl
en pacientes con cancer de mama, ovario y carcinoma colorectal. Especificamente, la
mutacion G>A en el nucledtido 49 resulta en una sustitucion de lisina por glutdmico en
el aminoacido 17 (E17K) que resulta en una proteina mutante con capacidad de unién a
fosfatidilinositoles aumentada. Asimismo, las células en cultivo que portan este alelo
mutado exhiben un fenotipo transformante (Carpten y col., 2007). Muy frecuentemente,

Aktl se encuentra activada en carcinoma de prostata, mama y ovario y se ha
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demostrado que la activacion constitutiva provoca transformacion oncogénica en células
NIH/3T3 (Suny col., 2001).

Asimismo, se han descripto amplificaciones de Akt2 en lineas celulares de
carcinoma ovarico. La amplificacion de la regiéon cromosémica 19q13.1-q13.2,
localizacion nativa de Akt2, fue reportada en tumores de ovario primarios (Thompson y
col., 1996) y en linfomas no Hodgkin (Arranz y col., 1996). Akt2 también se ha
encontrado sobreexpresado en carcinomas pancreaticos primarios, carcinoma
hepatocelular y lineas celulares derivadas de carcinoma pancreatico (Cheng y col.,
1996).

Por otra parte, Akt puede encontrarse constitutivamente activa debido a la
actividad disminuida de PTEN (phosphatase and tensin homolog). PTEN tiene actividad
dual de fosfatasa frente a proteinas y lipidos (3’-fosfatidilinositoles); especificamente
desfosforila la posicion 3’-OH del anillo inositol de PtdIns (3,4,5)P; y PtdIns (3,4)P».
Consecuentemente, las mutaciones inactivadoras de PTEN incrementan los niveles de
3’-fosfatidilinositoles y por lo tanto provocan una actividad aumentada de la actividad
de Akt y mayor transformacion celular. En humanos, muchos canceres como el de
mama, el de endometrio, el de prostata, glioblastoma y tumores de la linea germinal,
estan asociados con mutaciones inactivadoras del gen supresor de tumor PTEN, que
lleva a una hiperactividad desregulada de Akt. Las mutaciones de PTEN en la linea
germinal dan lugar al sindrome autosémico dominante conocido como enfermedad de
Cowden, que se encuentra asociado con un riesgo aumentado de desarrollar cancer de
mama y otros tumores hormono-dependientes (Simpson y Parsons, 2001). La actividad
de PTEN puede encontrarse disminuida con alta frecuencia en muchos canceres
primarios y metastaticos a causa de mutaciones, deleciones o metilaciones de su
promotor (Carnero y col., 2008). Sin embargo, la actividad disminuida de PTEN no es
la Uinica causa de la actividad aumentada de Akt. Las alteraciones en receptores de
factores de crecimiento y en Ras también resultan en hiperactividad de Akt en células
tumorales (Shaw y Cantley, 2006) y las protegen de los insultos apoptoticos. La
hiperactivacion de Akt es encontrada mas frecuentemente en tumores pobremente
diferenciados que son mas invasivos, crecen mas rdpido y responden menos al
tratamiento. Por lo tanto, la confirmacion patoldgica de Akt hiperactivada en tumores
primarios es considerado un marcador de prondstico negativo para el desarrollo de la

enfermedad (LoPiccolo y col., 2008).
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No solo la sobreexpresion y la activacion de Akt son frecuentes en el desarrollo
del cancer sino que la localizacion nuclear de Aktl es clave para desencadenar los
numerosos eventos que llevan a una proliferacion desregulada y a una inhibicion de la
apoptosis. Uno de los mecanismos responsables de la regulacion de la localizacion
subcelular de Aktl reside en la existencia de un secuencia de extrusion nuclear (NES)
rica en leucina y altamente conservada (Saji y col., 2005). La localizacioén subcelular de
Aktl difiere en células cancerosas invasoras respecto de las no invasoras por lo que los
mecanismos de importacioén y extrusion del nucleo representan un paso importante para
clarificar las sefiales involucradas en la progresion del céncer. Cuando Aktl es
deficiente en la sefial de extrusion nuclear es capaz de inducir migracion celular.
Cualquier modificacion pre o posttraduccional en la region NES de Aktl podria alterar
la biologia celular in vivo de forma tal de inducir migraciéon celular. Esta posibilidad
estd basada en la evidencia de que mutaciones en la region NES no alteran la actividad
kinasa de Akt cualquiera sea su localizacion subcelular (region aminoacidica 272-284) y
por lo tanto podria constituir un potencial mecanismo regulador (Saji y col., 2005).

En resumen, Akt desempeia un rol clave en el desarrollo de la transformacion y
oncogénesis debido a su capacidad de mediar las respuestas proliferativas y
antiapoptdticas, y a sus efectos en la adhesion, motilidad, invasién y metdstasis asi
como también a su importante regulacion a nivel de activacién y localizacion

subcelular.
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La cascada MEK/ERK

Las kinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK) pertenecen al grupo de
protein-kinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y se activan en respuesta a
receptores tirosin-kinasas, como el EGFR o VEGFR (Pearson y col., 2001). La unio6n al
factor de crecimiento induce la dimerizacion del receptor y la fosforilacion por tirosin-
kinasas intrinsecas. Esta fosforilacion del receptor induce el reclutamiento de proteinas
que contienen dominios SH2 (de homologia a Src 2) incluyendo al proteina adaptadora
Grb2. Esta proteina se encuentra unida constitutivamente a Sos, el activador de Ras, y
esta normalmente localizado en el citosol. Esta relocalizacion activa a Sos, y asi, es
capaz de activar a Ras. La proteina Ras es una GTPasa dado que hidroliza guanosina
trifosfato (GTP) a guanosina difosfato (GDP; Figura 20). Cuando se une a GTP, Ras es
capaz de unirse y activar efectores rio abajo y de esta forma propagar la sefial. De esta
forma, regulando el estado de unién a GTP/GDP de Ras, se logra un control fino de su
actividad. Las células de mamifero contienen tres isoformas de Ras, H-Ras, K-Ras y N-
Ras. Todas ellas poseen en su dominio C-terminal un motivo CAAX, en el cual una
cisteina es seguida por dos aminodcidos alifaticos y por un aminoacido de cualquier
tipo. Este motivo sufre una modificacién postraduccional que consiste en una
farnesilacion, llevada a cabo por farnesil-transferasas, lo que resulta en la localizacion
de las GTPasas Ras en la membrana (Mor y Philips, 2006). Cuando Ras se encuentra
unido a GTP, recluta la kinasa Raf a la membrana, la cual se activa. Existen tres
isoformas de Raf, llamadas A-Raf, B-Raf y C-Raf (también conocida como Raf-1). Las
proteinas Raf (kinasas de las MAPKKs o MAPKKK) comparten una arquitectura
comun y todas funcionan como serin-treonin-kinasas (Wellbrock y col., 2004). Ademas,
catalizan la fosforilacion y activacion de las kinasas de ERK 1y 2 (MEK1/2), que luego
activan ERK1 y ERK2 (Figura 20) en el motivo Thr-Glu-Tyr (TEY) en su loop de
activacion. La amplificacion a través de esta via de sefializacion es tal que se estima que
con solo una activacion de un 5% de las moléculas de Ras es suficiente para inducir la
activacion completa de ERK1/2 (Hallberg y col., 1994). Una vez activas, las ERKs se
dimerizan y pueden translocar al nucleo, donde fosforilan factores de transcripcion
como los de la familia Ets, c-Fos y c-Myc o permanecer en el citosol donde catalizan la

fosforilacion de sustratos como proteinas del citoesqueleto y factores involucrados en
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proliferacion y diferenciacion en multiples compartimientos subcelulares (Roux y
Blenis, 2004). Ademas, fosforilan a protein-kinasas activadas por MAPKs (MKs), que
conforman un paso mas de amplificacion en la cascada. Estas proteinas comprenden a
las kinasas ribosomales S6, (RSKs), a las kinasas activadas por mitdgenos y stress
(MSKs), las kinasas que interactian con MAPKs (MNKs), las kinasas activadas por
MAPK 2,3y 5 (MAPKAPK 2, 3 y 5) (Roux y Blenis, 2004).

ERK1 y ERK2 presentan entre si un 83% de homologia en la secuencia
aminoacidica, y se expresan en todos los tejidos (Chen y col., 2001). Tras la
estimulacion, una proporcion significativa de la poblacién de ERK se acumula en el
nucleo (Chen y col., 1992; Lenormand y col., 1993). La localizacion nuclear de ERK es
necesaria para que esta molécula ejerza su efecto; Brunet y colaboradores (1999)
observaron que al impedir la entrada de ERK al nucleo a través de la sobreexpresion de
una fosfatasa citoplasmatica especifica (MKP3) inactiva, no se iniciaba la transcripcion
de genes especificos, y las células no replicaban el ADN en respuesta a factores de
crecimiento. Los mecanismos de translocacion y retencion nuclear, han sido
ampliamente estudiados. Se propuso que una prolongada activacion de ERK, llevaba a
una prolongada permanencia de la kinasa en el ntcleo (Khokhlatchev y col., 1998).
Estos investigadores, utilizaron una variante de ERK con el fosfato fusionado por una
unidn tioéster, el cual no era sustrato de las fosfatasas, y vieron que esta molécula era
capaz de permanecer en el nicleo por muchisimo mas tiempo que la kinasa salvaje, que
era rapidamente desfosforilada por las fosfatasas enddgenas. Asimismo, estos autores
observaron asimismo que la fosforilacion de ERK promueve su homodimerizacion y
subsiguiente entrada al nucleo. Para dicha entrada al nucleo era necesaria tanto la
fosforilaciéon como la dimerizacion de la molécula pues las mutantes de ERK, que
presentaban la tiofosforilacion pero que eran incapaces de formar dimeros, permanecian
en el citoplasma (Khokhlatchev y col., 1998). En el nucleo existen fosfatasas especificas
que concluyen con la actividad de la MAPK. Estas fosfatasas, junto con MEK, tienen en
su secuencia aminoacidica una sefial de exclusion nuclear (NES), que favorece tras la

union, el retorno de la MAPK al citoplasma (Pouysségur y Lenormand, 2003).
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Figura 20. La via MEK/ERK. Los factores de crecimiento como EGF,
PDGF y NGF, inducen el intercambio GDP por GTP sobre Ras, activandola.
GTP-Ras activa a Raf kinasa que luego fosforila a sus blancos rio abajo
como MEK1 y MEK2. De esta forma, MEK1/2 fosforila ERK1 y ERK2, que
son capaces de activar sustratos citosolicos, nucleares y mitocondriales,
catalizando su fosforilacion.

Motivos de anclaje enla via de MAPKs

Dominios D. La eficiencia y especificidad de las vias de sefializacion de MAPKSs se
llevan a cabo a través de motivos de anclaje especializados presentes en proteinas de
andamiaje, MAPKKSs, MAPKSs y sus sustratos. Los dominios de docking o dominios D
estan involucrados en el aumento de la fosforilacion de los sustratos por las MAPKs.
Estan caracterizados por un cluster de residuos con cargas positivas rodeados por
residuos hidrofébicos (Enslen y Davis, 2001) y pueden encontrarse rio arriba o abajo
del sitio fosfoaceptor (Tanoue y Nishida, 2003).

Motivos CD y ED. Dos grupos de investigacion han identificado independientemente un

motivo comun de docking C-terminal o CD por fuera del dominio catalitico de ERK
(Rubinfeld y col., 1999; Tanoue y col., 2000). El motivo CD contienen residuos acidos
e hidrofobicos que son necesarios para establecer interacciones hidrofobicas y

electrostaticas con las cargas positivas y residuos hidrofobicos de los dominios D,
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respectivamente (Enslen y Davis, 2001; Tanoue y col., 2000). Estos motivos median las
interacciones de las MAPKs con sus activadores rio arriba y sustratos rio abajo,
sugiriendo que ejercen un control fino durante la cascada de activacion de MAPKSs. De
forma similar al motivo CD, el motivo docking de ERK (ED) esté4 localizado de forma
opuesta al centro activo y se piensa que regula la especificidad en la interaccion
(Tanoue y Nishida, 2003). El intercambio de solo dos residuos dentro del sitio ED de
ERK2 logra alterar su especificidad de binding asemejandola a la de p38 (otro miembro
de la familia MAPK) y por lo tanto, ERK2 es capaz de unirse a MKK3 (la kinasa
activadora de p38; Tanoue y col., 2001).

MAPK 'y oncogenes

El rol de los componentes de la via de sefializacion de MAPKs en céncer ha sido
objeto de intensa investigacion. Las mutantes de Ras identificadas son proteinas que se
encuentran constitutivamente unidas a GTP y por lo tanto siempre activas. De esta
forma, Ras constituye el oncogen mutado mas comun en las neoplasias de los humanos
y aproximadamente el 30% de todos los canceres albergan una mutacion de Ras (Mor y
Philips, 2006).

En adicion a Ras, otras proteinas de la cascada de MAPK contribuyen a la
carcinogénesis. La mutacion VO60OE en B-Raf ha sido identificada en cerca del 60% de
los pacientes con melanoma (Gray-Schopfer y col., 2007). Esta mutacion resulta en una
B-Raf altamente activa, que se vuelve independiente del estado de union de Ras a
GDP/GTP y de esta forma, la via se encuentra hiperactiva. Se ha observado un aumento
en la fosforilacion de MEK1/2 en cancer de colon (Lee y col., 2004) y en leucemias
mielogénicas (Milella y col., 2005). Por otra parte, un aumento en la fosforilacion de
ERK1/2 se ha evidenciado en el cadncer pancreatico y en el de mama (Tan y col., 2004;
Santen y col., 2002) y el grado de fosforilacion se correlaciona con la progresion
tumoral en cancer de prostata (Gioeli y col., 1999).

Es importante destacar, que proteinas que alteran la localizacion subcelular de
ERK1/2 tienen la capacidad de impactar en la patogénesis del cancer. Por ejemplo, la
retencion citoplasmatica de ERK1/2 se observa en una fraccion de pacientes con cancer
de mama y favorece la supervivencia a largo plazo de estos pacientes (Nakopoulou y

col., 2005).
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H,0O, en la sefializacion celular

Existe mucha evidencia que sugiere que la produccion transitoria de H,O; es un
evento muy importante de sefializacion disparado a través de la activacion de numerosos
receptores de superficie (Rhee, 2006) asi como también determinado por el estado
metabolico mitocondrial (Cadenas y Davies, 2000). Como el H,O, es una molécula
pequefia, difusible y ubicua que puede ser sintetizada y degradada rapidamente en
respuesta a estimulos externos, cumple con todos los requisitos para ser un mensajero
intracelular. Diferentes estudios han demostrado que el HO, cumple un rol crucial en la
sefalizacion celular modulando el grado de fosforilacion de determinadas proteinas en
residuos serina-treonina o tirosina (Bae y col., 1997; Fetrow y col.,, 1999). La
importancia de la produccion de H,O; en la sefializacion por factores de crecimiento ha
sido demostrada bloqueando su acumulacion. La introduccion exdgena de catalasa
inhibe completamente la fosforilacion en tirosina inducida por el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) asi como también la activacion de MAPKs en células
musculares lisas de rata (Sundaresan y col., 1995). Resultados similares se obtuvieron
con células A431 tratadas con catalasa y estimuladas con el factor de crecimiento
epidérmico (EFG; Bae y col., 1997). Como el grado de fosforilacion de proteinas en una
célula refleja el balance entre acciones opuestas de protein-kinasas y fosfatasas, se
esperaria que la activacion de kinasas o la inhibicion de fosfatasas modificaran el
equilibrio hacia la fosforilacion.

En contraposicion al AMPc (adenosina 3°,5"-monofosfato ciclica), el H,O; es
una molécula estructuralmente muy simple para ser reconocida especificamente por una
proteina. Es por eso que resulta improbable que la modulacion de la fosforilacion de
proteinas por H,O, sea mediada por la unidon reversible de esta molécula a protein-
kinasas o fosfatasas. Por otra parte, el H,O, es un oxidante suave que puede oxidar
residuos cisteina de proteinas a acido sulfénico, sulfinico o disulfuro (Figura 21), y
pueden ser reducidos nuevamente a residuos cisteina por varios agentes reductores
celulares promoviendo consecuencias funcionales tunicas (Figura 22). Como el pk,
(donde k, es la constante del acido) del grupo sulthidrilo de la mayoria de los residuos
cisteina (Cys-SH) es alrededor de 8.5 y como este grupo se oxida mas lentamente por el

H,0; que el anidn tiolato (Cys-S'), se espera que pocas proteinas posean un grupo Cys-
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SH que sea vulnerable a la oxidacion por H>O, en la célula. Sin embargo, ciertos
residuos cisteina de proteinas si existen en la forma de anidn tiolato a un pH neutro
como resultado de una disminucién en los valores de su pk, por interacciones de cargas,
particularmente entre la carga negativa del tiolato y cargas positivas de residuos
aminoacidicos vecinos como arginina. Lo expuesto significa que una proteina puede
tener varias cisteinas pero muy pocas reactivas (tipicamente en la forma de tiolato)
porque el pk, de la cisteina depende de la carga de los aminoacidos adyacentes dentro
de la conformacion tridimensional o la estructura cuaternaria. Si bien, los aminoacidos
metionina, triptofano y tirosina también son susceptibles a oxidacidon, el impacto
funcional de estos eventos en la fisiologia de la transduccion de sefiales no ha sido bien
establecido. Algunas de las proteinas con residuos cisteinas que poseen un bajo pk, son
las protein-tirosin-fosfatasas (PTPs). Todas las PTPs contienen un residuo cisteina
esencial (con un pk, de 4.7 a 5.4) en el motivo His-Cys-X-X-Gly-X-X-Arg-Ser/Thr
del sitio activo, que existe como tiolato a pH neutro (Denu y Dixon, 1998). El anién
tiolato contribuye a la formacion de un intermediario tiol-fosfato en el mecanismo
catalitico de las PTPs. La cisteina del sitio activo de las PTPs es blanco de oxidaciones
especificas por varios oxidantes incluyendo al H,O, y esta modificacion puede ser
revertida por incubacion con compuestos como el ditiotreitol (DTT) y glutation
reducido (Lee y col., 1998; Denu y Tanner, 1998). Estas observaciones sugieren que las
PTPs pueden sufrir inactivacion dependiente de H,O; resultando en un desplazamiento
en el equilibrio hacia la fosforilacion de proteinas. Dado que las PTPs purificadas son
constitutivamente activas, y que no se han detectado inhibidores proteicos o
subunidades regulatorias de estas enzimas, la regulacion de las PTPs por la oxidacion de
cisteinas representa un mecanismo de regulacién negativa muy importante. En ausencia
de este mecanismo, la activacion de receptores tirosin-kinasa (RTKSs) resultaria en un

ciclo futil de fosforilacion y desfosforilacion (Figura 23).
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Figura 21. Esquema de las modificaciones reversibles de cisteinas reactivas
(SY). S-S: disulfuro; PSSG: glutationilacion; SNO: nitrosilacion; SOH: acido
sulfénico; SO,H: acido sulfinico.
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Figura 22. Representacion esquematica de los mecanismos de regulacion redox. (1) La
oxidacion de cisteina inactiva una proteina sefializadora como PTP, o caspasas. (2) La proteina es
activada por la oxidacion de cisteina como el caso de Ras y Src. (3) Otro mecanismo por el cual
la oxidacion de cisteina ejerce una sefial en el control de la multimerizacién, como la
dimerizacion de varias Hsp o chaperonas.

Las protein-serin fosfatasas son moduladas por subunidades regulatorias
especificas, y el residuo del sitio activo que forma un intermediario fosforilado en estas
enzimas es la histidina. Sin embargo, estas fosfatasas también estan sujetas a regulacion
redox. La familia de protein-serin fosfatasas esta dividida en 4 subfamilias: PP1, PP2A,
PP2B y PP2C. Los miembros del grupo PP2B son inactivados por H,O, en forma
dependiente de la concentracion (Bogumil y col., 2000). Dos a tres de los residuos
cisteina de PP2B son modificados durante esta inactivacion, la cual es revertida por la
exposicion de la enzima a DTT o tiorredoxina (Trx). La inactivacion de PP2B por H,0,

se ha atribuido a la formacion de puentes disulfuro entre las Cys**® y Cys*® (Bogumil y
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col., 2000), un par de residuos cisteina que esta conservado entre los miembros de la
subfamilia de PP2B. PP1 y PP2A también contienen residuos cisteina redox sensibles
(RSD o redox-sensitive domains; Fetrow y col., 1999). Los analisis estructurales han
permitido identificar un potencial sitio activo oxidoreductasa disulfuro (Cys-X-X-Cys)
en miembros de la subfamilia PP1 (Fetrow y col., 1999). La misma secuencia se
encuentra presente en el sitio activo de las Trx, glutarredoxinas e isomerasas protein-
disulfuro y rapidamente forma un puente disulfuro a partir de su oxidacion.

La regulacion de las protein-kinasas esta basada en la fosforilacién y en la
interaccion con proteinas reguladoras. Sin embargo, tanto las serin-treonin kinasas
como las protein-tirosin kinasas (PTKs) también se encuentran bajo el control redox. El
H,0, media la activacion del receptor de EFG (EGFR) y de MAPKSs en células HelLa
tratadas con acido lisofosfatidico (LPA) (Cunnick y col., 1998), la activacion de JAK
(Janus kinasa) en células Rat-1 tratadas con PDGF (Simon y col., 1998), la activacion
de PKB en células musculares lisas incubadas con angiotensina II (Ushio-Fukai y col.,
1999) y la activacion de MAPKs en células mesangiales renales de rata tratadas con
serotonina (Greene y col., 2000). El rol activador de kinasas del H,O, fue demostrado
previniendo su acumulacién con N-acetilcisteina (NAC) o catalasa o bien, por la
incorporacion de H,O, exdgeno (Ushio-Fukai y col., 1999; Greene y col., 2000).

La oxidacion de cisteinas contribuye notablemente a la activacion de muchas de
estas protein-kinasas. c-Ret es un receptor tirosin-kinasa (RTK) con un dominio tipo
caderina en su region extracelular. La produccién de ROS inducida por la radiacion UV
resulta en la dimerizacion de una gran proporcion de moléculas de c-Ret (Kato y col.,
2000), y dicha dimerizacion estd mediada por la formaciéon de puentes disulfuro entre

los residuos Cys’*

de cada monomero, y los receptores dimerizados son
preferencialmente autofosforilados, resultando en su activacion. Este residuo cisteina
esta altamente conservado en varias PTKs, incluyendo Abl, Src y Lck, sugiriendo que
también podrian jugar un rol clave en la activacion de estas enzimas. Consistentemente
con esta hipétesis, los residuos Cys*”> de Lck y Cys*® de Sre, que son equivalentes al
Cys’® de c-Ret, son cruciales tanto para la actividad catalitica como transformante de

estas kinasas (Kato y col., 2000).
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Figura 23. Produccion de H,O, y sus acciones en la sefializacion intracelular. Tanto la activacion
de varios receptores de superficie que median la activacion de Nox situada en la membrana
plasmatica como la actividad de OXPHOS en mitocondria median la produccion de H,O,. El
H,0, citosolico promueve la fosforilacion y posterior activacion de tirosin-kinasas por
inactivacion de PTPs. Nox: NADPH oxidasa. Tomada y adaptada de Rhee, 2006.

Algunas protein-kinasas son activadas por H,O, como resultado de la oxidacion

de residuos cisteina de sus reguladores rio arriba. Un ejemplo de dicho mecanismo es la

activacion de ASK1 (kinasa 1 reguladora de la sefal de apoptosis) en células tratadas

con TNF (factor de necrosis tumoral; Figura 24A). ASK1 es una MAPKKK que activa

dos miembros de la familia de MAPKs: JNK a través de la activacion de SEK (protein-

kinasa kinasa activada por estrés) y p38 a través de la activacion de MKK3 y 6. El

receptor de TNF (TNFR) se une a una proteina de anclaje conocida como TRADD

(proteina que contiene un dominio de muerte asociado a TNFR. Asimismo, TRADD se

une a una variedad de adaptadores, incluyendo TRAF2 (factor 2 asociado a TNFR).

TRAF?2 activa a ASK1 a través de interaccion directa y por otra parte, ASK1 se une con
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gran afinidad a la forma reducida de Trxl (Liu y col., 2000). Como los sitios de
interaccion para Trx1 y TRAF2 sobre ASK1 se superponen, la union a Trx1 previene la
asociacion de ASK1 con TRAF2. La oxidacion del motivo Cys-X-X-Cys de Trxl
induce la disociacion del complejo Trx1-ASK1, permitiendo a ASK1 interactuar con
TRAF2. Esta interaccion dispara la activacion de ASKI dependiente de la
oligomerizacion. De esta forma, el H,O, promueve la disociacion entre Trx1 y ASK1 y
la consecuente activacion de esta kinasa por TRAF2 (Liu y col., 2000). Asimismo, la
relevancia de la via mitocondrial se pone de manifiesto, cuando las células son
sometidas a estrés oxidativo. De esta forma, Trx2 cambia de conformacion, se separa de

ASKI y gatilla la liberacién de citocromo c al citosol (Figura 24B).
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Figura 24. (A) Regulacion de ASKI1 por cambios en el estado redox de Trx en
células tratadas con TNF. La producciéon de H,0, induce la oxidacion de Trx
permitiendo la union de ASK1 a TRAF2. Tomado de Rhee y col., 2000. (B) En
ausencia de estrés celular, Trx se encuentra en su forma reducida y se puede unir
eficientemente a ASK1 (Trx1 se une a ASK1 citosolica, mientras que Trx2 se une a
ASK1 mitocondrial). Cuando las células son desafiadas con un agente oxidativo y los
niveles de ROS celulares se incrementan, Trx se oxida y cambia su conformacion. En
consecuencia, se disocia de ASKI, resultando en su activacion. La regulacion de la
via de ASKI citosolica resulta en la activacion de p38 y JNK, mientras que la via de
ASKI1 mitocondrial gatilla la liberacion de citocromo c.
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La oxidacién de un residuo cisteina especifico de Ras también resulta en la
activacion de protein-kinasas rio abajo. La Cys''® de Ras es sensible a agentes oxidantes
como el H,O, o el NO (Lander y col., 1996). Esta oxidacion activa Ras in vitro como
resultado de un aumento en el intercambio GDP/GTP. La oxidacion de H-Ras en varias
lineas celulares por H,O, y NO resulta en la activacion de ERK1/2, PI3K, PTEN y PKB
(Deora y col., 1998; Teng y col., 1999, Kwon y col., 2004).

La adicién exdgena de H,O, ha sido usualmente explorada para evaluar los
efectos de la produccion de este oxidante inducido por activacion de receptores y se ha
demostrado la activacion de varias protein-kinasas, incluyendo miembros de la familia
Src, Abl, JAK y PKC, promoviendo la fosforilaciéon en tirosina de estas enzimas
(Konishi y col., 1997; Yoshizumi y col., 2000). Miembros de la familia de Src son
activados por fosforilacion de un residuo tirosina conservado (Tyr’** en Lck y Tyr*'® en
Src) en el loop de activacion del dominio kinasa cuando las células son expuestas a
H,0, probablemente por inhibicion de PTPs (Chiang y col., 2000). La exposicion de
células a H,O, induce la fosforilacion en tirosina de varias isoformas de PKC (Konishi
y col., 1997), en ausencia de la estimulacion de fosfolipasa C mediada por receptores.
La protein-tirosin kinasa responsable de esta fosforilaciéon en PKCS ha sido identificada
como Abl (Sun y col., 2000). El tratamiento de las células con H,O, promueve la
asociacion de Abl con PKC39 y la fosforilacion mutua de estas proteinas. Sin embargo,
la activacion de Abl por esta via resulta de la inhibicion de la actividad de las PTPs.

Algunas proteasas, como caspasas y metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
constituyen otro ejemplo de regulacién enzimdtica por eventos oxidativos. Las caspasas
contienen en su sitio activo cisteinas y se ha demostrado que el H,O, a altas
concentraciones es capaz de inhibir la activacion, aunque no la actividad de la caspasa-3
in vivo (Lee y Shacter, 2000). Los miembros de la familia de las MMPs contienen un
residuo cisteina invariante en su region prodominio, que mantiene la latencia quelando
el centro de zinc (Zn) del sitio activo, y la activacion de estas proteasas requiere la
disrupcion de esta interaccion Cys-Zn. Por lo tanto, varios estudios han sugerido que las
MMPs pueden ser activadas por oxidantes involucrando el mecanismo de oxidacion del
residuo cisteina del prodominio (Gu y col., 2002).

Los sistemas sofisticados de chaperonas a lo largo de la evolucién han sido
capaces de asegurar el plegamiento correcto de las nuevas proteinas sintetizadas y
prevenir la agregacion. Estos sistemas de proteinas incluyen la familia de las Hsp y PDI

(protein-disulfuro isomerasa), que son operativamente funcionales en citoplasma y
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reticulo endoplasmatico (RE) respectivamente. Ambas familias juegan un papel
importante en la transduccion de sefiales ya que por ejemplo, Hsp90 es esencial para la
activacion de NF-kB (Broemer y col., 2004). Como las acciones moleculares de Hsp y
PDI residen en cisteinas reactivas, estan emergiendo como reguladoras potenciales de la
sefalizacion redox. El citoplasma y el RE constituyen compartimientos i6nicos y redox
unicos (el citoplasma es reductor y el RE més oxidante), que requieren distintas redes de
chaperonas (Paget y Buttner, 2003). Varias oxidaciones de cisteinas se han relacionado
con la activacion de Hsp, incluyendo nitrosilacion, glutationilacién y formacién de
puentes disulfuro (Figura 25; Nardai y col., 2000). PDI es un miembro multifuncional
de la superfamilia de las tiorredoxinas que contiene dos sitios cataliticos. La forma
oxidada de PDI, con cisteinas de su sitio activo en forma de disulfuro, puede actuar
como aceptora de electrones para formar puentes disulfuro en proteinas sustrato que
contienen grupos sulthidrilos, actuando de esta forma como una chaperona
condicionada por el estado redox (Gruber y col., 2006).

Ademas del control redox a través de la oxidacion de kinasas y fosfatasas,
adaptadores moleculares o chaperonas, que pueden regular en consecuencia la actividad
de factores de transcripcidn, estos factores de transcripcion en si mismos pueden ser
blancos directos de la modulacion redox (Na y Surh, 2006). Existen multiples familias
de factores de transcripcion en células de mamiferos, que incluyen NF-kB, AP-1, HIF-
la y p53 que son modulados directamente a través de cambios oxidativos. En muchos
casos, las cisteinas reactivas luego de su oxidacion ejercen un cambio funcional
manifestado como un aumento en la transactivaciéon o en la inhibicion. Ejemplos de
factores de transcripcion que son inhibidos luego de la oxidacion de cisteinas incluyen
las subunidades p50 y p65 de NF-kB y el miembro de la familia de AP-1, c-Jun. Estos
cambios producen un impedimento en la union de los factores al ADN (Klatt y col.,
1999). En el caso de p53, la S-glutationilacion de las Cys™ también provoca una
disminucion de la unién al ADN con la formacién de mondémeros y oligomeros de alto
peso molecular (Sun y col., 2003).

Existe numerosa evidencia que sugiere que las alteraciones en las actividades de
los factores de transcripcion pueden no estar limitadas a su modificaciéon oxidativa
directa. De hecho, factores remodeladores de la cromatina, como histonas acil
transferasas (HAT) o histonas desacetilasas (HDAC), pueden sensar cambios redox y en
consecuencia provocar cambios en la transcripcion. La familia de sirtuinas (Sirt)

perteneciente al grupo de HDAC ejerce un rol fundamental en el envejecimiento y
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regulacion metabolica a través del control de la familia de factores de transcripcion
FOXO (Brunet y col., 2004). En respuesta al estrés oxidativo, Sirtl forma un complejo
con FOXO3, que lleva a la desacetilacion de FOXO3, el cual media el arresto del ciclo
celular y la inhibicion de la muerte celular (Brunet y col., 2004).

El reconocimiento de nuevos sistemas enzimaticos regulatorios que operan junto
con las defensas antioxidantes clasicas evidencia la existencia de modos independientes

de regulacion redox dentro de los distintos compartimientos subcelulares.

Vias de sefializacion mitocondriales

La translocacion de proteinas sefializadoras activadas desde la membrana celular
hasta el nucleo, donde la tasa de transcripcion de genes se ve modificada, es la forma
mas familiar de entender la transduccion de sefiales. Sin embargo, ésta no es la unica
ruta que las moléculas sefializadoras pueden tomar. La localizacion de protein-kinasas
activadas en otros compartimientos subcelulares media procesos muy importantes como
motilidad celular, bioenergética y muerte celular (Glading y col., 2001; Holley y St
Clair, 2009; Petit y col., 2009). Ademés de las cascadas clésicas iniciadas por hormonas
o factores de crecimiento, investigaciones recientes en la regulacion redox de vias de
sefializacion suman complejidad a las sefiales que deben ser integradas para producir
una respuesta final. Las mitocondrias constituyen un punto ideal de integracion para
estas cascadas de sefializacion debido a su rol en la articulacion del metabolismo
celular, la bioquimica redox y las decisiones de supervivencia y muerte celular. En los
ultimos afios, numerosos estudios han demostrado consistentemente que las kinasas son
especificamente dirigidas a mitocondrias (Bijur y Jope, 2003; Galli y col., 2008), donde
modulan diferentes actividades como la fosforilacion de las proteinas de la cadena
respiratoria (Lee y col.,, 2002; Chen y col., 2004) y la liberacion de productos
mitocondriales que afectan en tltima instancia a la célula en su totalidad.

En el marco descripto, Akt es capaz de reclutar a Raf-1 a la mitocondria
(Majewski y col., 1999) e influenciar la expresion de proteinas involucradas en la
transicion de permeabilidad mitocondrial (Nebigil y col., 2003), mecanismo que
precede a la muerte celular (Lemasters y col., 1998). En células de neuroblastoma y
embrionarias de rindn humanas, IGF-1 (factor de crecimiento tipo insulina 1) resulta en
una rapida translocacion de P-Akt a la mitocondria (Bijur y Jope, 2003) y una vez en la

organela, Akt fosforila la subunidad B de la ATP sintasa y de GSK38 (Bijur y Jope,
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2003). GSK38 fosforila e inhibe a la piruvato deshidrogenasa (PDH) mitocondrial
(Hoshi y col., 1996) y promueve apoptosis (Hetman y col., 2000). Un mecanismo por el
cual Akt inhibe la apoptosis iniciada por la via mitocondrial es la estimulacion de la
translocacion de la hexokinasa a mitocondria, que es la enzima responsable de catalizar
el paso inicial en el metabolismo intracelular de la glucosa (Majewski y col., 2004). Por
otra parte, nuestro grupo ha demostrado recientemente que la insulina es capaz de
aumentar P-Akt2 y su translocacion a mitocondria promoviendo de esta forma, la
fosforilacion in situ y activacion cooperativa de la 6xido nitrico sintasa mitocondrial
(NOSmt) y generando de esta forma, un aumento en los niveles de NO y una
disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial. De esta forma, la sefializacion por
insulina activa Akt2, que no solo estimula el camino de reciclaje de GLUT4
(transportadores de glucosa) sino que ademds aumenta la actividad de NOS en las
organelas regulando la actividad mitocondrial, y favoreciendo el reemplazo de
glucogeno y el almacenamiento de energia en forma de grasa (Finocchietto y col.,
2008).

Muchos estudios han demostrado que ERK puede modular las funciones
mitocondriales, particularmente aquellas asociadas con la muerte celular. Por ejemplo,
la via de senalizacion de ERK promueve la funcién de la ATP sintasa mitocondrial en
astrocitos deprivados de glucosa (Yung y col.,, 2004), mantiene el potencial de
membrana y previene la liberacion de citocromo ¢ (Lee y col., 2004), y es capaz de
inactivar a BAD (Wang y col., 1996). Fracciones mitocondriales de muestras de cerebro
de rata normales exhiben una disminucién de 10 veces en los niveles de ERK1/2
respecto de los homogenatos crudos (Jin y col., 2002). Sin embargo, la presencia de un
pool mitocondrial de ERK1/2 tanto en tejidos normales como estresados sugiere un rol
potencial de la kinasa en la regulacién mitocondrial. Nuestro grupo ha establecido
previamente la presencia de ERK1/2, p38 y JNK1/2 dentro de la mitocondria (Alonso y
col., 2004; Galli y col., 2008). La translocacion de ERK1/2 a mitocondrias de cerebro
sigue un patron de desarrollo el cual es maximo entre los estadios E19-P2
(embrionariol9 a postnatal2) y luego declina hacia el estadio P3, justo antes de la
translocacion maxima al nticleo. Estos resultados sugieren que la cascada de activacion
mitocondrial de ERK1/2 en el desarrollo contribuye a sus efectos en la translocacion
nuclear, proveyendo informacion acerca del estado energético y redox a los caminos de
sefalizacion nucleares involucrados en la proliferacion y diferenciacion (Alonso y col.,

2004). De acuerdo con los propdsitos de esta Tesis, es destacable que estudios
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ultraestructurales y bioquimicos demostraron que ERK estd localizado dentro de la
mitocondria en asociacion con la membrana externa y el espacio intermembrana (Galli y
col., 2008). Consecuentemente, se hace evidente que esta localizacion es propicia para
la modulacién de los mediadores de muerte mitocondriales y procesos metabdlicos o
respiratorios.

Multiples estudios resaltan el rol de p38 en la regulaciéon de los eventos de
muerte celular, incluyendo la translocacion de Bax desde el compartimiento citosolico
al mitocondrial (Park y col., 2003), la salida de potasio independiente de caspasas
(Bossy-Wetzel y col., 2004) y la regulacion transcripcional de TR3 (receptor de
hormona tiroidea 3), que transloca del ntcleo hacia la mitocondria para iniciar la via
intrinseca de la apoptosis (Holmes y col., 2003). La participacion de MAPKs en la
regulacion de los caminos de muerte mitocondrial estd particularmente bien establecido
para JNK, no solo a través de intermediarios como Bax (Yu y col., 2003) sino también
por muchos estudios de fraccionamiento subcelular que muestran la localizacion de
JNK activada en la mitocondria. Ademas, la deteccion reciente de proteinas de
andamiaje dirigidas a mitocondrias provee evidencia convincente para la relevancia
biologica de JNK mitocondrial. Por ejemplo, Sab (SH3BPS), que es una proteina de
unidon a JNK colocaliza en mitocondria (Wiltshire y col., 2002) y actia como analogo
funcional de ciertas AKAPs. El tratamiento de mitocondrias aisladas de cerebro de rata
con JNK activa causa la inhibicién de las proteinas antiapoptoticas Bcel-2 y Bel-xy,

promoviendo la liberacion de citocromo ¢ (Schroeter y col., 2003).
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Numerosos estudios han demostrado que, las cascadas de sefializacion no so6lo
son iniciadas por hormonas o factores de crecimiento, sino que las ROS estan
involucradas en caminos de sefializacion fisiologicos que regulan muchas funciones
celulares. El1 H,O, constituye un mensajero intracelular clave ya que se trata de una
molécula pequena, difusible y ubicua que puede ser sintetizada y degradada
rapidamente en respuesta a estimulos externos logrando modular el grado de
fosforilacion de determinadas proteinas en residuos serina-treonina o tirosina. Ademas,
el H,O, es un oxidante suave que puede oxidar residuos cisteina de proteinas a acido
sulfénico, sulfinico o disulfuro. Estos, a su vez, pueden ser reducidos nuevamente a
residuos cisteina por varios agentes reductores celulares promoviendo consecuencias
funcionales tnicas. Nuestro laboratorio ha demostrado que niveles bajos de [H,O]ss se
asocian con fenotipos proliferativos tanto embrionarios como tumorales y que un
aumento en la concentracion de [H,Os]ss se correlaciona con un arresto del ciclo celular.
Las mitocondrias constituyen un punto apropiado de integracion para estas senales
debido a su rol critico en el metabolismo y balance celular redox y a su participacion en
las vias de supervivencia y muerte celular.

Las vias de sefalizacion de Aktl/PKBa y ERK1/2 constituyen ejes cruciales
para desencadenar el fenotipo proliferativo. Ambas protein-kinasas deben ser activadas
por fosforilacion y sus consecuencias en la progresion del ciclo celular son bien
conocidas a nivel nuclear. Sin embargo, poco se conoce acerca del rol que ejercen las
mitocondrias como integradoras de estas vias. Este hecho es llamativo dado que las
mitocondrias constituyen la mayor fuente de energia celular y la principal provision de
ROS, y por lo tanto las convierten en finas moduladoras de la actividad de las kinasas
ya sea por fosforilacion u oxidacion, dos modificaciones post-traduccionales

fundamentales que afectan la funcionalidad de estas proteinas sefalizadoras.

Hipotesis

En este contexto, los estudios estuvieron dirigidos a investigar la siguiente
hipotesis general: “El estado redox produce efectos cédres diferenciales de acuerdo

a la activacion o inactivacion de Akt y ERK. La activacién diferencial de estas
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kinasas depende del trafico a mitocondrias donde la produccion ge,ly determina
cambios conformacionales que favorecen flasforilacion y posterior translocacién
nuclear de las mismas. Cambios en ebktado redox celular por aumento o
disminucién de la sintesis de Trx son capacksrevertir el destino celular a través de

la regulacién en los niveles desforilacion de dichas kinasas.”

Objetivos

La hipoétesis general se estudio por medio de los siguientes objetivos parciales:

1. Investigar la modulacion que ejerce el H,O, sobre la progresion del ciclo celular

en dos lineas celulares, una normal y otra tumoral.

2. Analizar el efecto redox sobre los mecanismos proliferativos y las vias
apoptdticas involucradas, y su relacion con el trafico intracelular y la

translocacion mitocondrial de Aktl y ERK1/2.

3. Vincular la activaciéon de Aktl y ERK1/2 con el nivel de interacciéon con sus

kinasas rio arriba.

4. Estudiar el mecanismo de translocacion de Aktl a mitocondria segln el grado de

fosforilacidon de la misma.

5. Analizar las cisteinas involucradas en el mecanismo de oxidacion de las kinasas

estudiadas.

6. Determinar la modulacion que ejerce Trx sobre el destino celular en términos de
proliferacion y nivel de oxidantes. Analizar el efecto provocado sobre el eje de
las kinasas evaluadas a través de estudios in vitro y utilizando un modelo in vivo

para el andlisis de tumores en ratones Balb/c.
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Materiales y Métodos

Lineas celulares y condiciones de cultivo

La linea celular NIH/3T3 (ATCC #CRL-1658) fue mantenida en medio DMEM-
F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium nutrient mixture F- 12) (Gibco)
suplementado con 10% suero de ternera, 2 mM L-glutamina, 4.5 mg/ml glucosa, 80
png/ml gentamicina y 10 ml/l solucién antibidtica-antimicética (Gibco), definido como
medio completo (MC), en frascos plasticos (Corning) a 37° C en 5% CO,. La linea
celular LP0O7, obtenida a partir del tumor P07 desarrollado espontaneamente en ratones
BALB/c (adenocarcinoma murino de pulmon; Urtreger y col., 2001), fue mantenida en
medio MEM (minimal essential médium) (Gibco) suplementado con 10% suero fetal
bovino, 2 mM L-glutamina y 80 pg/ml gentamicina y 10 ml/l soluciéon antibiotica-
antimicotica (Gibco), definido como medio completo (MC), en frascos plasticos
(Corning) a 37° C en 5% CO;. Los sucesivos pasajes de ambas lineas se hicieron
levantando las células con tripsina (0.25 % tripsina, 0.02 % EDTA en PBS libre de Ca*"
y Mg2+, 80 mM NaH,PO4, 20 mM NaHCO3;, 100 mM NaCl). Los estudios de trafico de
Akt, y su efecto sobre la proliferacion y la apoptosis, tras estimulacion con H,O,, fueron

realizados manteniendo la linea NIH/3T3 en MC sin suero.

Obtencidén de las fracciones nuclear, mitocwlrial y citosolica de células en cultivo

Las células se sembraron en placas de Petri, se deprivaron de suero 24 hs, se
trataron con H,O,, se lavaron con PBS y recolectaron. Se lisaron en bufferMSHE (0.22
M manitol, 0.07 M sacarosa, 0.5 mM EGTA, 2 mM HEPES/KOH, pH 7.4) en presencia
de inhibidores de proteasas y fosfatasas (1 mM PMSF, 5 pg/ml leupeptina, 5 pg/ml
pepstatina, 5 pg/m aprotinina, 25 mM NaF y 1 mM NaVO,). El homogenato se pas6 por
jeringa 60 veces para romper las células. Se centrifugéd a 5000xg por 10 minutos a 4°C y
el sobrenadante se trasvasé a un nuevo tubo y se centrifugd 20 minutos a 15000xg a
4°C. El pellet resuspendido en buffer MSHE corresponde a la fraccion mitocondrial.

El sobrenadante se centrifugd por 30 minutos a 21000xg a 4°C. El sobrenadantede

67



Materiales y Métodos

esta nueva centrifugacion corresponde a la fraccion citosolica El pellet obtenido tras la
centrifugacion a partir de la ruptura de las células corresponde al extracto nuclear crudo.
Este extracto fue lavado con buffer A (10 mM Tris, 1.5 mM EDTA, 10% glicerol, 1 mM
PMSF, 5 pg/ml leupeptina, 5 pg/ml pepstatina, 5 pg/ml aprotinina, 25 mM NaF, y 1
mM NaVO,, pH 7.4) conteniendo 0.01% NP-40, luego resuspendido en buffer A
suplementado con 0.4 M KCI, e incubado 30 minutos a 4°C. La suspension fue
centrifugada 30 minutos a 15000xg. El sobrenadante de esta centrifugacion
corresponde a la fraccion nuclear y fue diluida con buffer A para reducir la
concentracion salina (Figura 29). Las muestras se conservaron a -70°C hasta su
utilizacion. La concentraciéon de proteinas de las muestras se determind mediante la
técnica de Bradford en microplaca. La pureza de las fracciones fue determinada por
western blot con anticuerpos anti-complejo I (mitocondria), B-actina (citosol), y RNA

POL RPB6 (ntcleo).
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Células

Lavado en PBS y centrifugacion
a 7500%g

Suspension de células en bufferMSHE

l

Ruptura mecénica con jeringa 27G 2" (60 veces)

Centrifugacion a 5000xg

l l

Pellet Sobrenadante

l Centrifugacion a 15000xg

Lavado con buffer A

Pellet Sobrenadante

(Mitocondrias)
Resuspension en buffer A Centrifugacion a 21000xg

+ 0.4 M KCl
Incubacion a 4°C por 30 minutos
Centrifugacion a 21000xg Pellet Sobrenadante
(descartado) (Citosol)
Pellet Sobrenadante

(descartado)  (Nucleos)

Figura 25. Esquema del aislamiento de las distintas fracciones subcelulares a partir de una linea celular.
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Fraccionamiento submitocondrial

Las mitocondrias se rompieron por estrés osmotico por el agregado de 4
voliimenes de H,O destilada, y luego se centrifugaron a 12000xg por 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante A corresponde a la fraccion de membrana externa mas espacio
intermembrana y el pellet a los mitoplastos El pellet se resuspendié en buffer MSHE
y ambas fracciones se centrifugaron nuevamente 10 minutos a 15000xg a 4°C; el pellet
se resuspendi6 en bufferMSHE.
- Mitoplastos: fueron resuspendidos en buffer MSHE y sonicados 3 veces a 40W por
diez segundos con intervalos de 10 segundos en hielo, con un sonicador Cole-Parmer.
Las muestras fueron luego centrifugadas por 10 minutos a 8000xg a 4°C para precipitar
los mitoplastos intactos y el sobrenadante de esta centrifugacion fue posteriormente
ultracentrifugado durante 30 minutos a 100000xg a 4°C. El nuevo sobrenadante
(fraccion correspondiente a la matriz mitocondrial) fue separado del pellet
(membrana interna), y este ultimo fue resuspendido en buffer MSHE. Ambas
fracciones fueron centrifugadas nuevamente durante 30 minutos a 100000xg a 4°C; el
pellet se resuspendié en bufferMSHE.
- Sobrenadante A: fue ultracentrifugado durante 30 minutos a 100000xg a 4°C. El nuevo
sobrenadante (fraccion correspondiente al espacio intermembrana fue separado del
pellet (membrana externg, y este ltimo fue resuspendido en buffer MSHE. Ambas
fracciones fueron centrifugadas nuevamente durante 30 minutos a 100000xg a 4°C; el
pellet se resuspendié en bufferMSHE (Alonso y col., 2004).

Todas las fracciones fueron guardadas a -70°C hasta el momento de su uso.

Medicion de proteinas por el método de Bradford

Este método se utiliz6 para medir muestras con rango de proteinas entre 0.1 a
2.0 pg.

- Preparacion del reactivo: Se pesaron en papel de aluminio 25 mg de Coomasie
Brillant Blue G-25, al que se agregaron 12.5 ml de etanol 95%, 25 ml de &cido
ortofosforico 85% y agua ultrafiltrada (MilliQ) hasta un volumen final de 250 ml. Se
agitd en oscuridad toda la noche, luego se filtro y se guardd en frasco color caramelo
hasta su uso.

La técnica se desarroll6 en microplaca de 96 pocillos con base plana.
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- Curva de calibracion: se utilizo una solucion madre de seroalbimina bovina 10
ug/ul y se hicieron las siguientes diluciones: 2 - 1- 0.5 - 0.25 - 0.125 ug/ul.

- Ensayo de muestras, controles y muestra patron: cada determinacion se realizéd
por duplicado. Se colocaron 5 pl de muestra en cada pocillo y luego se agregaron 200 pl
del reactivo de Bradford (Bradford y col., 1976). Se incub6 durante 15 minutos, se leyo
la absorbancia a 595 nm y se calculd la concentracion de proteinas interpolando en la

curva de calibracion.

Medicion de la actividad de Lactato dehidrogenasa

La actividad de esta enzima fue medida espectrofotométricamente siguiendo la
oxidacion de NADH a 340 nm (€340nm = 6.22 mM'lcm'l). Veinticinco microgramos de
proteinas fueron agregados a bufferKPi 100 mM, pH 7, en presencia de 1 mM de acido
piravico, 0.1% de triton X-100 y 0.22 mM de NADH. Se utiliz6 la actividad de esta
enzima de localizacion citosolica como parametro para la evaluacion de la pureza de la

fraccion mitocondrial purificada.

Medicion de la actividad de Citocromoc oxidasa (Complejo V)

La actividad de citocromo oxidasa fue monitoreada espectrofotométricamente
por la oxidacion de 50 uM de citocromo ¢ reducido en un espectrofotometro Hitachi U-
3000 a 550 nm (&ss50nm = 21 mM'lcm'l). La reaccion se llevo a cabo con 50 ug de
proteina mitocondial en bufferKPi 100 mM pH 7.2 a 30°C. La velocidad de la reaccion
fue determinada como la pseudoconstante de primer orden K™ y expresada como K".min’

! mg de prot™.

Preparacion de citocromoc reducido

Se disolvieron 24,8 mg de citocromo ¢ en 2 ml de bufferKPi 10 mM, pH 7.2 y
se afiadieron 10 mg de acido ascorbico (reductor). Luego se pasod por una columna de
Sephadex G25 para eliminar el 4cido ascorbico en exceso, eluyendo con KPi 10 mM. Se
tituld espectrofotométricamente a 550 nm haciendo una dilucion previa 1:20 en buffer

KPi 10 mM, pH 7.2. &s5onm = 21 mM'em™.
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Ensayo de proliferacion

Las células NIH/3T3 se sembraron en placas de 96 hoyos a baja densidad (5x10°
células/hoyo) en 0.2 ml MC y se dejaron 24 hs para que se adhieran al plastico. Al
segundo dia se cambié el MC por DMEM sin suero para sincronizar las células. En el
tercer dia las células se trataron con concentraciones crecientes de H,O> (1 uM - 1 mM)
en DMEM sin suero. Tras 24 hs de incubacion, la proliferacién se determind por un
ensayo radioactivo siguiendo la incorporacién de [’H] timidina (0.8 pCi/hoyo, actividad
especifica: 70 a 90 Ci/ mmol; NEN/Dupont, Boston, Mass). Las células se levantaron
con tripsina, el contenido celular fue adsorbido en una plancha de fibra de vidrio y la
radioactividad se midi6 en un contador de centelleo liquido (Wallac 1414, Turku,
Finlandia). El inhibidor de la via PI3K/Akt (LY294002) (Sigma) fue colocado 1 h
previa al estimulo con H,O,. En los casos en los que se analizé el efecto de la
sobreexpresion de tiorredoxina 1 6 2, las células fueron transfectadas al tercer dia
(pcDNA3.1 Trxl wild type, Trxl dominante negativo, Trx2 wild type, dominante
negativo o vector vacio) y el ensayo continu¢ de la manera descripta anteriormente 24

hs post-transfeccion. En todos los casos, los tratamientos se realizaron por octuplicado.

Determinacién del contenido de ADN por citometria de flujo

La evaluacion del ciclo celular se llevd a cabo determinando el nivel de ploidia
de las células por tincién con ioduro de propidio (Figura 26). Las células NIH/3T3 se
sembraron en placas de 6 hoyos (2x10° células/hoyo), se estimularon con H,0, durante
24 y 48 hs, se levantaron, se lavaron con PBS y se incubaron en 1 ml de solucion de
hipodiploidia (100 pg/ml ioduro de propidio en 0.1% citrato de sodio, 0.1% Triton X-
100) a 4°C, durante toda la noche en oscuridad (Nicoletti y col., 1991). La lectura se
realiz6 en un citometro de flujo FAC Scalibur (Becton-Dickinson, Mountain View, CA)
en FL-2 (ioduro de propidio); para el analisis se utilizo el software WinMDI. Para cada

analisis se adquirieron 20000 eventos totales.
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Figura 26. Contenido celular de ADN.

Deteccion de apoptosis por citometria de flujo

La fraccion de células apoptoticas NIH/3T3 fue cuantificada determinando el
porcentaje de células positivas para la doble marcacion FITC-Anexina V (BD
Biosciences)-ioduro de propidio. Las células fueron levantadas y lavadas con PBS.
Posteriormente se resuspendieron en 300 pl de buffer Anexina 1x (dilucién 1/10 de la
soluciéon madre) y se agregaron 2 ul de Anexina en frio. Se incubaron durante 10
minutos a 4°C, se centrifugaron y lavaron con PBS. Finalmente, se resuspendieron en
300 pul de PBS y el ioduro de propidio (5 pl de una solucién stock 1 mg/ml) fue afadido
inmediatamente antes de la adquisicion de las muestras en el citometro. La lectura se
realizé en un equipo FAC Scalibur (Becton-Dickinson, Mountain View, CA) en FL-1
(FITC) y FL-2 (ioduro de propidio) con posterior analisis en el software WinMDI. Para

cada analisis se adquirieron 20000 eventos totales.

Andlisis de muerte celular por microscopiade fluorescencia (doble tinciéon con
bromuro de etidio y naranja de acridina)

La viabilidad de las células NIH/3T3 sometidas a los distintos tratamientos fue
analizada mediante el andlisis citomorfologico luego de la tincién con naranja de
acridina y bromuro de etidio y posterior observacion al microscopio de fluorescencia.
Para realizar el ensayo de viabilidad, las células fueron levantadas, lavadas con PBS,
resuspendidas en 25 pl de PBS y tefidas con 1 pl de la mezcla naranja de acridina (100

png/ml) (Sigma) y bromuro de etidio (100 pg/ml) (Sigma). Se tomaron 10 ul de la
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suspension y se colocaron en portaobjeto con cubreobjeto. Las células fueron
contabilizadas como viables (ntcleos verdes normales), apoptoticas (nucleos verdes
irregulares o naranjas con fragmentacion o condensacion de la cromatina) o necréticas
(tincidon naranja uniforme sin condensacidon cromatinica) segin la coloracion nuclear

adquirida y la morfologia observada al microscopio de fluorescencia (10x y 40x).

Determinacion espectrofluorométrica delpotencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitochondrial (Ayyi;) fue determinado utilizando una
sonda catidnica fluorescente, la Rodamina-123 (R-123) o cloruro de 3,6-diamino-9-(2-
(metoxi-carbonil) fenil) xantina, cuya estructura quimica se observa en la Figura 31.
Esta técnica se fundamenta en la distribucion electroforética de la R-123 hacia la matriz
mitocondrial a causa del potencial eléctrico que existe a través de la membrana interna
mitocondrial. Debido a que la R-123 posee carga positiva y la matriz mitocondrial tiene
carga negativa, se produce una acumulacion y concentracion de dicha sonda en la
matriz. El Ay fue determinado en mitocondrias aisladas midiendo la fluorescencia de
la R-123 a 503 nm—527 nm con un espectrofluorémetro Hitachi F-3010 a 37°C. Antes
de adicionar las mitocondrias se determind la fluorescencia del medio (150 mM
sacarosa, 4 mM MgCl,, 5 mM fosfato de potasio, 30 mM KOH-HEPES pH 7.4)
conteniendo 0.1 uM R-123. Esta medicion fue utilizada como indicadora de la
concentracion total de colorante ([R-123]i, en nmol/pl). Posteriormente, las
mitocondrias de células NIH/3T3 (0.2 mg/ml) fueron adicionadas al medio en presencia
de 8 mM malato y 8 mM glutamato. Luego de alcanzar el equilibrio, se determino la
fluorescencia de la suspension y el contenido de la cubeta fue centrifugado a 15000xg
para bajar las mitocondrias. La concentracion de R-123 remanente en el medio ([R-
123]out, €n nmol/pl) se calculd a partir de la fluorescencia del sobrenadante. Con estos
datos, la cantidad total inicial de R-123 en la cubeta ([R-123]iota1) ¥ la remanente en el
medio ([R-123],,) fueron utilizadas para calcular por sustraccion la cantidad total de R-
123 tomada por las mitocondrias ([R-123]i, en nmol/mg protein). La concentracion de
R-123 libre en la matriz ([R-123];,, en nmol/ul) fue calculada usando la siguiente
ecuacion, y los coeficientes de particion en los componentes internos y externos de la
membrana interna a 37°C (K;=26 pl/mg, K,=120 pl/mg):
[Rho123]i = K [Rho123]i, + K, [Rho123 ]y
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El potencial de membrana mitocondrial (negativo adentro) fue estimado con la ecuacion
electroquimica de Nernst-Guggenheim:

Ay = 59 log ([Rho123]in/[Rho123]ow)

Cr
H,N 0 NH,
@
o

OCH;

Figura 27. Estructura quimica de la Rodamina-123.

Medicion del potencial de membrana mitocondrial por citometria de flujo

El potencial de membrana mitocondrial (Ayy,i) fue ademas monitoreado por
citometria de flujo. Las células se crecieron en placas de 6 hoyos a una densidad de
5x10* células por hoyo. Luego de la incubacién con 250 uM H,O, durante 12 y 24 h,
las células control y tratadas se recolectaron y se lavaron con PBS tres veces.
Posteriormente, se resuspendieron en 1 ml de PBS y se tifieron con 1 uM R-123 durante
15 min en oscuridad a 37°C. Las células se centrifugaron, lavaron con PBS y se
resuspendierons en 0.5 ml de PBS. La fluorescencia emitida por la R-123 se detectd
utilizando un citémetro de flujo FACScalibur (Becton-Dickinson, Mountain View, CA)

y los resultados fueron analizados utilizando el software WinMDI para Windows.

Western blot

Las proteinas se separaron por electroforesis en condiciones desnaturalizantes en
geles de poliacrilamida segun la descripcion de Laemnli, y se transfirieron a membranas
de PVDF (polivinildenofluoruro) (GE Healthcare). Las membranas se lavaron en 20

mM Tris base, 137 mM NaCl, 0.1%, Tween-20, pH 7.4 (TTBS), se bloquearon en
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TTBS con 5% leche en polvo descremada, y luego se incubaron con los primeros
anticuerpos, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y ajustando las diluciones de
los mismos para cada sistema. Posteriormente, se lavaron e incubaron con segundos
anticuerpos para raton, conejo o cabra conjugados con peroxidasa de alfalfa. Las bandas
se detectaron por quimioluminiscencia usando el sistema de revelado ECL (GE
Healthcare).

Tabla de anticuerpos:

Peso Tipo de Dilucion del Dilucion del
Anticuerpo Marca molecular anticuerpo anticuerpo anticuerpo
kDa secundario rimario secundario
Aktl Cell Signaling 60 anti-raton 1:1000 1:4000
P-Akt Ser'”  Cell Signaling 60 anti-conejo 1:1000 1:4000
P-Akt Thr'®  Cell Signaling 60 anti-conejo 1:1000 1:4000
Ciclina D1 Santa Cruz 36 anti-raton 1:1000 1:4000
Caspasa 3 Sigma 32 anti-conejo 1:1000 1:4000
[B-actina Santa Cruz 42 anti-cabra 1:1000 1:4000
Bel-xp Santa Cruz 30 anti-raton 1:500 1:4000
Citocromo C Santa Cruz 11 anti-raton 1:1000 1:4000
Complejo I Molecular 39 anti-raton 1:5000 1:10000
Probes
VDACI Santa Cruz 30-35 anti-cabra 1:5000 1:10000
Mn-SOD Stressgen 25 anti-conejo 1:1000 1:5000
P-PDK1 Cell Signaling 63 anti-conejo 1:1000 1:4000
P-GSK-3 o/f  Cell Signaling 46, 51 anti-conejo 1:1000 1:4000
HA-tag Cell Signaling - anti- raton 1:1000 1:4000
His-tag R&D Systems - anti- raton 1:1000 1:4000
Flag-tag Sigma - anti-raton 1:1000 1:4000
mTOR Cell Signaling 289 anti-conejo 1:1000 1:5000
ARN POL Santa Cruz 250 anti-raton 1:1000 1:4000
RPB6
ATPasa Abcam 112 anti-raton 1:1000 1:5000
Na'/K" sub. o
Trx1 Cell Signaling 12 anti-conejo 1:1000 1:4000
Trx2 Santa Cruz 12 anti-raton 1:1000 1:4000

Tabla 1. Diluciones de anticuerpos utilizados.
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Transfeccion transiente

Las células fueron cultivadas en placas de 12 pocillos a una densidad inicial de
5x10* células por pocillo en 1 ml de MC como se describié anteriormente. Una vez
alcanzada una confluencia celular de 60-70 %, se retird el medio y se reemplazd por 800
ul del mismo medio sin antibidtico, luego de un lavado con PBS. Se agregaron 200 ul
de medio Optimem (Gibco, Invitrogen) por pocillo en el cual se incubaron previamente
1.5 pl de Lipofectamina (Invitrogen) y 1 pg del vector con la secuencia de interés
(detallados en la Tabla 2) o vector vacio (mock por 20 minutos a temperatura ambiente.
Las placas se incubaron durante 24 hs a 37°C y 5% COa.

Para los ensayos de microscopia confocal, las células se incubaron en placas de
6 hoyos sobre un cubreobjetos en MC. Una vez alcanzada una confluencia celular de
60-70 %, se retird el medio y se reemplazd por 1600 pl del mismo medio sin
antibidtico, luego de un lavado con PBS. Se agregaron 400 ul de medio Optimem
(Gibco, Invitrogen) por pocillo en el cual se incubaron previamente 3 ul de
Lipofectamina (Invitrogen) y 2 pg del vector con la secuencia de interés (detallados en
la Tabla 2) por 20 minutos a temperatura ambiente. Las placas se incubaron durante 24
hs a 37°C y 5% CO:z. Finalmente, las células se marcaron como se describe en el parrafo

de microscopia confocal.

Vector Tag Secuencialel tag

pcDNA3.1-Aktl GFP  MSKGEELFTGVVPVLVELDGDVNGQKFSVSGEGEGDATYGKLTLNFICTTGKLPVP
WPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFYKDDGNYKTRAE
VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMGDKPKNGIKVNFKI
RHNIKDG SVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEF

VTAARITHGMDELYK
pcDNA3.1-Aktl GFP  MSKGEELFTGVVPVLVELDGDVNGQKFSVSGEGEGDATYGKLTLNFICTTGKLPVP
S4T73A WPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFYKDDGNYKTRAE

VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMGDKPKNGIKVNFKI
RHNIKDG SVQLADHYQOQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEF

VTAARITHGMDELYK
pcDNA3.1-Aktl GFP  MSKGEELFTGVVPVLVELDGDVNGQKFSVSGEGEGDATYGKLTLNFICTTGKLPVP
T308A WPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKTRAE

VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMGDKPKNGIKVNFKI
RHNIKDG SVQLADHYQOQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEF
VTAARITHGMDELYK
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pcDNA3.1-Aktl

pcDNA3.1-Aktl
T308A

pcDNA3.1-ERK?2

pcDNA3.1-ERK2
H230R

pcDNA3.1-ERK2
Y261IN

pcDNA3.1-ERK2
C38A

pcDNA3.1-ERK2
C214A

pcDNA3.1-ERK?2
C214E

pcDNA3.1-Trx1

pcDNA3.1-Trx1
dominante negativo
(C328)

pcDNA3.1-Trx2

pcDNA3.1-Trx2
C90S

pcDNA3.1-Trx2
dominante negativo
(C90/955S)

HA

HA

3xFlag

3xFlag

3xFlag

3xFlag

3xFlag

3xFlag

Flag

Flag

Flag

Flag

Flag

YPYDVPDYA

YPYDVPDYA

DYKDDDDK DYKDDDDK DYKDDDDK

DYKDDDDK DYKDDDDK DYKDDDDK

DYKDDDDK DYKDDDDK DYKDDDDK

DYKDDDDK DYKDDDDK DYKDDDDK

DYKDDDDK DYKDDDDK DYKDDDDK

DYKDDDDK DYKDDDDK DYKDDDDK

DYKDDDDK

DYKDDDDK

DYKDDDDK

DYKDDDDK

DYKDDDDK

Tabla 2. Vectores utilizados en los ensayos de transfeccion.

Ensayo de actividad de Akt
Se inmunoprecipitd Aktl en bufferde lisis (20 mM Tris, 2.5 mM MgCl,, 10 mM
EDTA, 1% NP- 40, 0.1% SDS, 40 mM B-glicerofosfato, 2 mM NaVO,, en presencia de

inhibidores de proteasas, pH 7.5) utilizando 20 pl de un anticuerpo inmovilizado anti P-

Aktl Ser*” (Cell Signaling) a partir de las fracciones nuclear, citosélica y mitocondrial

(durante toda la noche a 4°C). Las muestras se centrifugaron a 14000xg por 30

segundos a 4°C y el pellet fue lavado dos veces con 500 ul de buffer de lisis.

Posteriormente, el pellet fue resuspendido en 50 ul de bufferkinasa (25 mM Tris, 5 mM
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B-glicerofosfato, 2 mM DTT, 0.1 mM NaVO,, 10 mM MgCl, en presencia de
inhibidores de proteasas, pH 7.5) suplementado con 1 pl de 10 mM ATP y 1 ug de la
proteina de fusion GSK-3 e incubado a 30°C durante 30 minutos La reaccion fue
finalizada con el agregado de 25 pl de buffer de siembra 3x y las muestras fueron
preparadas para correr en un SDS-PAGE. Las membranas fueron reveladas utilizando
un anticuerpo anti P-GSK-3a/p (Serzl/ %) (Cell Signaling) y de esta forma evidenciando
la actividad kinasa de Aktl sobre uno de sus sustratos (GSK-3).

Ensayo de interaccion Akt1l-P-PDK1

Para estudiar la interaccion entre Aktl y PDKI1, la fraccion mitocondrial (300
ug) se incubo en presencia de la proteina recombinante humana Akt1-GST fusionada a
agarosa (Cell Signaling) en el buffer de lisis descripto anteriormente, durante toda la
noche a 4° C. Aktl se oxid6 con H,O, cuando correspondia, por 15 minutos. Tras la
incubacion, las particulas de agarosa con los complejos proteicos, fueron precipitadas,
lavadas 3 veces en bufferde lisis y luego hervidas en bufferde siembra. Finalmente las

muestras se corrieron en SDS-PAGE, y se revelaron las membranas con P-PDKI1 y

Aktl.

Ensayo de fosforilacion y translocacion de Aktl a mitocondri@ vitro

Se incubaron 0.3 pg de Aktl inactiva (Prospec) y 0.8 ng de mTOR
(Calbiochem) en bufferkinasa (Calbiochem) suplementado con 20 mM ATP y 100 mM
DTT durante 30 minutos para permitir la fosforilacion. Las mitocondrias purificadas de
la linea celular NIH/3T3 (100 pg de proteinas mitocondriales) fueron coincubadas con
la mezcla de fosforilacion en bufferimporte (250 mM sacarosa, 10 mM MOPS-KOH, 5
mM MgCl,, 80 mM KCl y 2.5 mM KPi, pH 7.2) suplementado con 2 mM ATP, 2 mM
NADH y 20 mM succinato a 25°C. La reaccion fue detenida por la adiciéon de 0.25 ul
del desacoplante carbonilcianuro-p-triflourmetoxifenilhidrazona (10 mM FCCP)
durante 10 minutos a 4°C. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 10000xg
durante 20 minutos El sobrenadante conteniendo las proteinas no asociadas a las
mitocondrias se reservd como control de la reacciéon de importe y el pellet de
mitocondrias se resuspendio en 100 ul de buffer MSHE. Ambas fracciones fueron

preparadas para correrse en un SDS-PAGE.
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Purificacion de vesiculas de membrana plasmatica

Las células fueron lisadas en buffer MSHE como se describié anteriormente. El
homogenato se centrifugd durante 10 minutos a 1000xg; los mitoplastos fueron aislados
a partir del sobrenadante y el pellet fue resuspendido en bufferde aislamiento (250 mM
sacarosa, 5 mM K-Hepes, | mM EGTA, pH 7.4). La suspension fue pasada por una
jeringa de tuberculina 4 veces y luego se le agregd Percoll (GE Healthcare) en una
relacion 1.4 ml de Percoll por cada 10.4 ml de resuspension. La muestra fue
centrifugada a 34500xg durante 30 minutos a 4°C. Se colecté la banda superior
conteniendo las vesiculas de membrana plasmatica, se diluyé 1:5 con buffer de
incubacion (250 mM sacarosa, 50 mM Tris, pH 8.0) y se centrifugd a 34500xg durante
30 minutos a 4°C (Cefaratti y col., 2000). El pellet obtenido fue resuspendido en buffer

de importe.

Ensayo de fosforilacion de Aktl empresencia de mitoplastos y vesiculas

Las vesiculas purificadas por gradiente de Percoll y los mitoplastos (marcados
con 5 uM MitoTracker Deep Red durante 1 h a 37°C) fueron incubados en buffer de
importe (100 ul de volumen final) en presencia de 0.3 pg de Aktl inactiva (Prospec), 20
mM ATP y 100 mM MgCl, durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente, la mezcla de
reaccion fue centrifugada a 1000xg durante 20 minutos y el pellet fue resuspendido en

50 mM Tris, 0.3% Triton X-100 y 1% seroalbumina bovina (BSA).

Microscopia confocal

Para evaluar la redistribucion de Aktl-GFP y sus mutantes en los
compartimientos subcelulares, las células crecidas sobre cubreobjetos y transfectadas
con Aktl-GFP y sus mutantes fueron tefiidas con un colorante mitocondrial especifico,
MitoTracker Deep Red (Invitrogen, 100 nM, 45 minutos a 37°C). Al momento de la
adquisicion de las imagenes, las células fueron estimuladas con 50 pM H,O, y
registradas cada 1-2 minutos por un periodo de 20-30 minutos a temperatura ambiente.
Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal (Olympus FV1000) con un
objetivo 60x 1.35 NA. Para GFP los filtros utilizados fueron: 488 nm (excitacion) y
500-530 nm (emision); en el caso de MitoTracker los filtros fueron: 633 nm (excitacion)

y 655-755 nm (emision). Las imdgenes se adquirieron en modo secuencial. Se evaluaron
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de 3-7 planos equidistantes (0.5 um) para cada célula o grupo celular. La intensidad de
fluorescencia para Aktl-GFP fue cuantificada en cada compartimiento y normalizada
con la media de intensidad de fluorescencia de la célula entera o del grupo celular
registrado en simultdneo. Se delimitd el compartimiento celular a través de una mascara
obtenida cuando la intensidad de fluorescencia de la imagen del canal verde (GFP) era
el doble de la media de intensidad de la imagen entera. Para definir el compartimiento
mitocondrial se selecciond una mascara determinada por la intensidad de fluorescencia
del MitoTracker por encima del doble de la media de intensidad de la imagen completa,
combinada con la mascara celular para evaluar solamente las células transfectadas
(Galli y col., 2009), o utilizando un algoritmo para detectar y cuantificar colocalizacién
(Villalta y col., en preparacion). Las méscaras nucleares fueron realizadas manualmente.
El andlisis estadistico se realizo utilizando el programa Matlab (Mathworks) y las
herramientas de DIPimage. Los niveles de background se obtuvieron midiendo la
intesidad media de cada fluoréforo fuera de las células y se sustrajeron en cada caso.
Los valores negativos se redefinieron como cero.

Para el estudio de colocalizacion se determinaron el coeficiente de solapamiento

de Manders (R) y el coeficiente de correlacion de Pearson (r) segln:

Sli x S2i .
R= Z - ; Ecuacion 1

Y2 (1) x Y (S2i)?

> (Sli - SImedia x (S2i — S2medig
r =
V2 (Sli - Simedia?® x (S2i - S2media)’

; Ecuacion 2

donde Sli representa la intensidad de sefial de los pixeles en el canal verde y S2i en el
canal rojo; SImediay S2media reflejan el promedio de las intensidades de sus
respectivos canales. Se determinaron asimismo los mapas de solapamiento de Manders
y de correlacion de Pearson de la siguiente manera: cada valor de pixel corresponde al
valor que se genera de acuerdo a la ecuacion 1 o 2, respectivamente, dividido por el
denominador completo de la ecuacion. De esta forma, si se considera una imagen como

un arreglo de nxm pixeles, entonces los mapas se generan del siguiente modo:
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Mapa R

SI1,1xS21,1 SI1,nxS22,n

V2l <Y (s2i) 2 (Sl x Y (S2i)?

SIm]Ix S2m,1 ) SIm,nx S2mn

_Jz(sn)z 3 (S2 2 (Sl x Y (S2i)? |

Mapa r

(S11,1 — SImedia x (S21,1 — S2medig (S11,n - Slmedig x (S22, n — S2media

JX(Sli, | - Simedia? x X.(S2i, | - S2media? JE(S1, | - Simedia? « X.(S2i, j - S2media?

(SIm,1 — SImedig x (S2m,1 — S2medig _ (SIm, n — SImedig x (S2m, n — S2medig

...........

_\/z (Sli, j — Simedia? x ¥ (S2i, j — S2medig> JX (I, | - Simedia? x (S, j - S2media 2 |

Para el andlisis de fosforilacién, los mitoplastos fueron tefiidos con 5 uM
MitoTracker Deep Red e incubados con las vesiculas en presencia de 0.3 ug de Aktl
recombinante (Prospec) como fue descripto anteriormente. Las preparaciones se
lavaron, fijaron en 4% paraformaldehido, fueron resuspendidas en 50 mM Tris, 0.3%
Triton X-100, 1% BSA y posteriormente coincubadas con los anticuerpos primarios (P-
Thr'® o P-Ser*” y ATPasa) y secundarios (anti-rabbit conjugado a Cy2 o anti-mouse
conjugado a Cy3). Para los lavados, las muestras fueron centrifugadas a 10000xg
durante 20 minutos Finalmente, las muestras fueron resuspendidas en PBS y montadas
en cubreobjetos con Fluorsave (Calbiochem). Las imagenes fueron adquiridas en un
microscopio confocal Olympus FV1000 con un objetivo 60x 1.35 NA. Para Cy2 los
filtros utilizados fueron: 488 nm (excitacion) y 500-530 nm (emision); en el caso de

Cy3 los filtros fueron: 543 nm (excitacion) y 555-655 nm (emision). Para el anélisis de
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las imagenes se realizd una madscara sobre la intensidad de fluorescencia de Cy3
(marcador de vesiculas) o de MitoTracker Deep Red (marcador de mitoplastos). La
mascara se delimitoé cuando la intensidad de fluorescencia de cada canal fue de 50 veces
mayor la intensidad de la media del canal respectivo y se combinaron luego ambas
mascaras. La mascara final contenia grupos de pixeles (particulas) que mostraban
fluorescencia en el canal de Cy3 (vesiculas) y en el canal de MitoTracker Deep Red
(mitoplastos) o en ambos canales (mitoplastos engolfados por vesiculas). Las
intensidades de fluorescencia de Cy2 (P-Ser473 o P-Thr308), Cy3 (ATPasa) y
MitoTracker Deep Red fueron evaluadas en estas mascaras para cada particula. Se
analizo6 un total de 20 imagenes para la cuantificacion de P-Ser y 15 imagenes para la de
P-Thr (~900 particulas para cada caso). Finalmente, se obtuvo una matriz final de datos
de tres valores de intensidad de fluorescencia por particula, para cada sitio de
fosforilacion de Akt. Estas matrices fueron analizadas por el método de clustering k-
mean, un método de andlisis que particiona n observaciones en K clusters en el cual cada
observacion pertenece al cluster con la media mas cercana. El algoritmo de clustering
para k-means esta integrado como una funcion de Matlab. Los puntos fueron separados
en 6 poblaciones. De estas poblaciones seleccionamos 3 grupos representativos de
acuerdo a su marca predominante: principalmente vesiculas (tincion predominante de
ATPasa-Cy3), principalmente mitoplastos (MitoTracker Deep Red) o ambos, y
comparadas con la fluorescencia correspondiente a P-Akt Ser*”>-Cy2 o a P-Aktl Thr’®-
Cy2. Se observo siempre una poblacion con tincion de MitoTracker Deep Red sin sefal
para Cy2, presumiblemente correspondiente a aquellas particulas que no habrian

importado Aktl.

Espectrometria de masa

La banda correspondiente a la proteina Aktl o ERK2 pura fue escindida de un
gel del poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie y sujeta a digestion triptica
(Shevchenko y col., 2006). La digestion se realizdo en presencia de surfactante para
garantizar una secuenciaciéon aumentada y los pasos de reduccion fueron evitados
usando DTT. Las muestras fueron alquiladas con 10 puM acrilamida (+71 Da) a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Los péptidos extraidos fueron secados y

reconstituidos hasta 8 pl en 0.1% &cido formico, 2% acetonitrilo y 97.9% agua. Se
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utilizd un espectrometro de masa LCQ Deca XP Plus (Termo Scientific) fijado en el

modo de adquisicion dependiente para realizar MS/MS sobre los 3 iones mas intensos.

Produccion intracelular de H,O,

La produccion intracelular de H,O, fue determinada mediante citometria de
flujo. Brevemente, 10° células transfectadas con 1 pg del vector pcDNA3.1 Trx1 wild
type, Trx2 wild type o con el vector vacio y tratadas a las 24 hs con 0.2 y 2 uM
antimicina A durante 3 horas fueron levantadas de los hoyos, resuspendidas en PBS e
incubadas con 5 uM 2°, 7°- diclorofluoresceina diacetato (DHCF-DA) por 30 minutos a
37°C en oscuridad. Luego de la incubacion las células fueron lavadas y resuspendidas
finalmente en PBS. Se utilizé ioduro de propidio (0.005%) para detectar las células
muertas que fue colocado al momento previo de la adquisicion de los datos. La lectura
se realizé en un equipo FAC Scalibur (Becton-Dickinson, Mountain View, CA) en FL-1
(DHCF-DA) y FL-2 (ioduro de propidio) con posterior analisis en el software WinMDI.

Para cada anélisis se adquirieron 20000 eventos totales.

Animales

Para los experimentos se utilizaron ratones machos BALB/c de 60 dias de edad
procedentes del Bioterio de la Comision Nacional de Energia Atomica y se siguieron los
criterios de cuidado y uso de animales de laboratorio para investigacion. En todos los
casos los animales fueron mantenidos bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 hs:12 hs y
alimentados ad libitum

Los ratones se dividieron al azar en los siguientes grupos (n = 4 animales/grupo):
- T + vector vacio:ratones inoculados subcutaneamente con células de la linea LP07 y
electroporados en el tumor al cabo de 4 semanas con el vector pRNA-U6.1/Neo
(GenScript).
- T + siRNA Trx1: ratones inoculados subcutaneamente con células de la linea LP07
y electroporados en el tumor al cabo de 4 semanas con el vector pRNA-U6.1/Neo
(GenScript) conteniendo la secuencia GGATCCCGCTGATCGAGAGCAAGGA
ATTGATATCCGTTCCTTGCTCTCGATCAGCTTTTTTCCAAAAGCTT (siRNA

Trx1 Mus musculus
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- T + siRNA Trx2: ratones inoculados subcutaneamente con células de la linea LP07
y electroporados en el tumor al cabo de 4 semanas con el vector pRNA-U6.1/Neo
(GenScript) conteniendo la secuencia GGATCCCGATCCTAGGACCGCGGCTATT
GATATCCGTAGCCGCGGTCCTAGGATCTTTTTTCCAAAAGCTT (siRNA Trx2
Mus musculus

Los ratones se anestesiaron con éter etilico y se les extrajo inmediatamente el
tumor con el fin de obtener homogenatos y purificar las fracciones mitocondrial y

nuclear.

Generacion de los tumores

Las células LP07 se levantaron por tripsinizacién y se lavaron dos veces con
PBS. Posteriormente, se resuspendieron en MC sin suero hasta obtener una suspension
celular homogénea a una concentracion de 2x10° cél/ml. Los ratones BALB/c fueron
inoculados con 0.1 ml de la suspension (2x10° células) subcutaneamente en el flanco
izquierdo utilizando una jeringa de 1 cm’ y aguja de 27 Gx%’’. La evolucion de los
tumores fue analizada tomando tres didmetros con un calibre estableciendo asi el

volumen del mismo.

Electroporacionin vivo de los tumores

El ADN plasmidico (20 pg de vector pPRNA-U6.1/Neo vacio o conteniendo el
siRNA Trx1 o siRNA Trx2) fue inyectado percutaneamente en los tumores de ratones
anestesiados con tiopental sodico (40 mg/kg intraperitoneal). Se utilizaron 2 jeringas
Hamilton con agujas de 22 G colocadas a 2 cm de profundidad y 0.9 cm de distancia;
luego de 30 segundos de la inyeccion, las agujas fueron utilizadas como electrodos
conectadas a un electroporador Gene Pulser II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA)
Los tumores fueron sujetos a 3 pulsos de corriente de polaridad inversa con una

frecuencia de 1 seg”', duracion de 50 mseg y el voltaje establecido a 120 V/em.

Aislamiento y purificacion de mitocondrias a partir de tumores
Los animales fueron anestesiados con éter etilico. Se les extrajo el tumor que fue
inmediatamente colocado en 40 ml de buffer MSHE a 4°C. El tumor fue cortado en

pequefios trozos y homogeneizado en un Potter Evelheim. El homogenato resultante fue
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filtrado con gasa y centrifugado a 600xg a 4°C durante 15 min. El pellet conteniendo los
nucleos fue procesado andlogamente segun la descripcion para la purificacion de la
fraccion nuclear a partir de células. Parte del sobrenadante se fraccion6 en alicuotas
(corresponde a la fraccion homogenato), y el resto fue recentrifugado a 7000xg a 4°C
durante 10 min para precipitar las mitocondrias. El pellet fue resuspendido en 2 ml de
MSHE con 0.1% BSA mas un colchén de 8 ml de buffer Percoll (30% Percoll, 0.23 M
manitol, 0.07 M sacarosa, 0.5 mM EGTA, 2 mM HEPES, pH 7.4) y fue
ultracentrifugado a 100.000xg durante 30 min a 4°C. Luego de la centrifugacion se
observo un anillo marron mas denso en la interfase, correspondiente a la fraccion
mitocondrial que fue colectada, resuspendida en 40 ml de MSHE con 0.1% BSA 'y
centrifugada a 7000xg por 10 min a 4°C, dos veces consecutivas (lavados).
Posteriormente, se lavo 2 veces con 0.15 M KCl y luego otras dos veces con MSHE sin
BSA. El pellet final se resuspendio en 2 ml de MSHE sin BSA (corresponde a la
fraccion: mitocondrial). Se determind la concentracion de proteinas utilizando el

método de Bradford. Las muestras fueron congeladas a -70°C hasta su utilizacion.

Materiales

Tris, NADH, sacarosa, glucosa, HEPES, EDTA, EGTA, succinato, glicerol,
leupeptina, aprotinina, PMSF, pepstatina, Percoll, L-glutamina, manitol, BSA, Tween
20, Triton X-100, diclorofluoresceina diacetato (DHCF-DA), antimicina A, ioduro de
propidio, bromuro de etidio, naranja de acridina, FCCP, 4-vinilpiridinio, Rodamina-123
y H,O; son de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). La tripsina es de Gibco
BRL. [H’] timidina es de NEN (Boston, MA, USA). La solucién de acrilamida, las
membranas de PVDF, y el ECL son de GE Health Care Biosciences. Los kits de midi y
minipreps son de Promega (San Luis, CA, USA). El medio Optimem, DMEM-F12,
MEM y Lipofectamina son de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Los elementos plasticos
para cultivo celular son de Corning Life Sciences (Lowell, MA, USA). Los vectores
pcDNA3.1 ERK2 C38A, C214A y C214E fueron construidos y secuenciados por
Genscript Corporation (Piscataway, NJ, USA). Los pladsmidos pcDNA3.1 Trx2, C90S y
C90/95S fueron gentilmente cedidos por el Dr. Wan, Yale University. Los pldsmidos
pcDNA3.1 Trx1 y C32S fueron donados por el Dr. Sadoshima, University of New
Jersey y el Dr. Gelpi, Universidad de Buenos Aires.
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Andlisis de los datos
Los datos se analizaron por ANOVA de una via, y por método de Scheffé de
comparaciones a posteriori Se comprobaron los supuestos de normalidad y

homocedacia. Se acept6 significacion estadistica cuando p < 0.05.
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Primera Parte

El destino celular depende del estado redox

La progresion del ciclo celular en la linea NIH/3T3 bajo la influencia de
distintos estados redox fue evaluada mediante la incubacion de dichas células con 50-
1000 uM H,0, en presencia de [*H]-timidina durante 24 horas. Las concentraciones
crecientes de H,O, ejercieron una fina modulacion en la tasa de proliferacion desde un
fenotipo altamente proliferante a una marcada disminucién en la tasa de division
celular. A 50 uM H»0O; la tasa de proliferacion se duplico (Figura 28A) y este aumento
fue acompafiado por un incremento en la expresion de ciclina D1 (Figura 28B). El
aumento en la tasa proliferativa fue abolido preincubando a las células con 80 uM
LY294002 (el inhibidor de la via PI3K), indicando que esta via estd ampliamente
comprometida en la progresion del fenotipo proliferativo (Figura 28 A). Por el contrario,
250 uM H,0, causé una disminucion del 45% en la tasa de proliferacion que fue
acompafiada por un descenso en los niveles de ciclina D1 (Figuras 28A y B). Asimismo,

la proliferacion fue completamente abolida al incubar las células con 1 mM H,0,.
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Figura 28. El peroxido de hidrogeno es la sefial que modula la proliferacion celular a través de la via
PI3K/Akt. (A) La incorporacién de [*H] timidina fue medida 48 horas luego de suplementar las células
con H,0, (C = control). Los datos se presentan como medias + el error estandar. n = 8 para cada grupo
en todos los casos. * p < 0.05 respecto de los respectivos controles, por analisis de varianza y test de
Dunnett post hoc Cuando fue apropiado, las células se preincubaron 2 horas antes de la estimulacién
redox con 80 uM LY 294002 (inhibidor de la via PI3K/Akt). # < 0.05 respecto del mismo tratamiento
con H,0O; sin inhibidor LY 294002. (B) El Western blot representativo (n = 5) muestra la expresion
diferencial de ciclina D1 segun el estado redox (25 pg proteina/calle). A la derecha se muestra la
densitometria de las bandas normalizadas respecto de p-actina. Los datos se presentan como la media +
error estandar. * p < 0.05 respecto del control, por analisis de varianza y test de Dunnett post hoc

Para discriminar si el efecto de alta concentracion de H,O, provocaba arresto del

crecimiento celular o apoptosis, la progresion del ciclo celular fue analizada tifiiendo el
ADN con naranja de acridina/bromuro de etidio y observando las células al microscopio

de fluorescencia. El tratamiento con 50 uM H,O; resulté en cambios en el patréon de
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tincidon nuclear dado que se observo una alta actividad transcripcional. Por el contrario,
a 250 uM H,0; se observaron nucleos correspondientes a células apoptoticas tempranas
y tardias con pérdida de la integridad de la membrana celular (Figura 29A). Dichos
resultados fueron confirmados por tincidon con ioduro de propidio seguido por citometria
de flujo donde M1 representa el porcentaje de nucleos diploides, M2 el de nucleos
tetraploides y M3 el de nucleos hipodiploides. El tratamiento con 50 uM H,0O, produjo
un cambio en la distribucion de la poblacion celular con un aumento del pico tetraploide
sugiriendo una progresion de la poblacion celular hacia la fase S del ciclo celular. Por el
contrario, 250 uM H,0, condujo al 62% de la poblacion celular hacia la apoptosis, lo
que fue reflejado por la presencia de un pico hipodiploide en detrimento de la poblacion
celular con contenido diploide y tetraploide (Figura 29B panel superior y 29C) (C: M1:
75%, M2: 24%, M3: 1%; 50 uM H,0,: M1: 42%, M2: 48%, M3: 10%; 250 uM H,0,:
MI1: 21%, M2: 5%, M3: 62%). Asimismo, la preincubacion de las células con 80 uM
LY294002 en aquellas tratadas con 50 pM H,0O, resultdé en una disminucion de la
poblacion tetraploide con la consecuente aparicion del pico hipodiploide, resultados que
apoyan la evidencia del ensayo de proliferacion (M1: 40%, M2: 12%, M3: 37%) (Figura
29B panel inferior y 29C). En este sentido, resultados similares fueron obtenidos
realizando una tincién con anexina V/ioduro de propidio seguida por citometria de flujo.
Los resultados del dot blot (anexina V Vs ioduro de propidio) indicaron que a las 12
horas de incubacion con 250 uM H,0,, un 56% de la poblacion celular habia iniciado el
proceso de apoptosis (anexina V +/ioduro de propidio +) (Figura 30A).
Independientemente de la concentracion de H,O,, el porcentaje de apoptosis se

incrementd con la inhibicidn de la via PI3K/Akt (Figura 30B).
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Figura 29. El peroxido de hidrogeno determina la viabilidad celular. (A) La apoptosis fue
evaluada mediante tincion doble con naranja de acridina y bromuro de etidio 48 horas luego
del tratamiento con H,O,. El analisis citomorfologico fue evaluado mediante microscopia de
fluorescencia (40x). (B y C) El estudio del contenido de ADN se realizd por tincion con

ioduro de propidio seguida de citometria de flujo (FL-2).
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Figura 30. (A) El estado redox elevado gatilla la apoptosis en la linea celular NIH/3T3. La
deteccion de apoptosis fue realizada mediante una doble tinciéon con anexina V-FITC e
ioduro de propidio y monitoreada por citometria de flujo (FL-1 y FL-2). (B) Representacion
de la relacion entre la inhibicion de Akt y la apoptosis. Las células NIH/3T3, previamente
incubadas con distintas concentraciones del inhibidor de la via PI3K/Akt (LY294002) fueron
tratadas con 50 uM H,0, (circulos rojos) o 250 uM H,0, (circulos negros) y la apoptosis
fue evaluada por tincion con ioduro de propidio seguida de citometria de flujo segin la
descripcion de la Figura 29B.

% de células apoptéticas
8 8 &8 8

Dado que el mecanismo de apoptosis puede gatillarse por la via extrinseca
(receptores de membrana de tipo FAS/FASL) o por la via intrinseca (mitocondrial) se
estudio la participacion de esta organela en el proceso de muerte celular. Se observo la
activacion de la via de caspasa-3 dependiente de la mitocondria (Figura 31A) con
liberacion de citocromo C al citosol luego de someter las células a 250 uM H,0, durante
24 y 48 horas (Figura 31B). Ademas, los cambios redox provocaron variaciones en la
redistribucion de la proteina antiapoptotica Bcel-x;, observandose una retencion de la
misma en la organela luego de la estimulacion con 250 uM H,O, (Figura 31B).
Asimismo, la participacion de la via mitocondrial en el proceso de apoptosis fue
determinada por la evidencia de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
evaluada utilizando la sonda catiénica Rodamina-123 por espectrofluorometria (Tabla

3) y por citometria de flujo (Figura 32). Estos resultados indican que: a) a bajas
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concentraciones de H,O, se estimula la proliferacion por la via de Akt y b) altos niveles

de oxidantes causan una activacion de la via apoptotica mitocondrial.
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Figura 31. El peroxido de hidrogeno gatilla la apoptosis a través de la via mitocondrial. (A) El Western blot
representativo (n = 4) muestra la expresion diferencial de caspasa-3 segun el estado redox (25 pg proteina/calle).
(B) La translocacion de Bcl-x; y citocromo € de la mitocondria (panel inferior) al citosol (panel superior) fue
analizada como marcadora de la via apoptotica mitocondrial. En los Western blots representativos (n =4) (25 pug
proteina/calle) se muestran las diferencias observadas luego de incubar las células con H,O, durante 24 y 48 hs. A
la derecha se exhiben las densitometrias de las bandas normalizadas respecto de B-actina o citocromo C segun la
fraccion subcelular analizada. Los datos se presentan como la media + error estandar. * p < 0.05 respecto del
control, por analisis de varianza y test de Dunnett post hoc
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Condicion experimental Potencial de membrana (mV)

Mitocondrias de células control -185.5847 32

+ mal-glu (estado 4)
Mitocondrias de células tratadas con 250 pM H,0, 151.0725.24
+ mal-glu (estado 4)

Tabla 3. Potencial de membrana mitocondrial de células NIH/3T3 en el estado 4 en
condiciones basales y alto estado redox (250 puM H,0,). El potencial de membrana
mitocondrial (Ay,,;;) fue determinado por duplicado determinando la fluorescencia de la R-
123 a 503 nm—527 nm espectrofluorométricamente a 37°C y utilizando la ecuacion de
Nernst-Guggenheim segun descripta en Materiales y Métodos. Adiciones: 8§ mM malato
(mal); 8 mM glutamato (glu).

128

250 uM H,0, (12 hs)

250 uM H, O, (24 hs l
] . 202 ( ) Control

Eventos

1008 10! e 102 10¢
Rodamina-123

Figura 32. La pérdida del potencial de membrana mitocondrial esta
involucrada en la apoptosis disparada por H,O,. La dindmica de la pérdida del
potencial de membrana fue monitoreada utilizando la sonda catidnica
Rodamina-123 sensible al potencial mediante citometria de flujo en células
control e incubadas con H,O, durante 12 y 24 horas.
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Cinéticas de activacion y redistribucion de Aktl ante diferentes estados redox

Considerando que Aktl influye criticamente en la supervivencia celular y que la
via mitocondrial se encuentra comprometida, se evalu6 la distribucion de esta kinasa en
los distintos compartimientos subcelulares mediante Western blot. La exposicion de las
células a una baja concentracion de H,O, caus6 una rapida aparicion de Aktl en la
mitocondria, el nucleo y el citosol (Figura 33A y B). Sin embargo, una alta
concentracion de H,O, provocd una retenciéon de la kinasa en la mitocondria, en
detrimento del aumento en el nucleo (Figura 33A y B). Dado que una acumulacién de
Aktl en la mitocondria y una translocacion deficiente al nticleo podrian deberse a la
activacion incompleta de esta kinasa, primero se evaluaron y luego se compararon las
cinéticas para los dos sitios de fosforilacion en los diferentes estados redox. De esta
forma, se demostré que ante una baja concentracion de H,O, la cinética de P-Aktl
Ser'? y P-Aktl Thr'” se asemejan a la de redistribucion de Aktl total; el pequefio

retraso en el pico de P-Akt]l Thr’®

indica la secuencia reportada para los dos eventos de
fosforilacion (Sarbassov y col., 2005) (Figura 33A y B). Por el contrario, ante una alta
concentracion de H,O, la fosforilacion en Thr’® fue casi indetectable tanto en la

473 .
r '~ no fue esencialmente

mitocondria como en el nucleo. Mas aun, la fosforilacién en Se
modificada aunque P-Aktl Ser'” fue retenida por un periodo mas prolongado en la
mitocondria (Figura 33A y B). Estos resultados ponen de manifiesto que las condiciones
redox elevadas provocan una deficiencia en la segunda fosforilacion de Aktl y por lo
tanto inducen la transicion de un estado de proliferacion al de apoptosis (Figura 30B).
No se detectd contaminacion de las diferentes fracciones evaluada por Western blot y
medicion de actividades enzimaticas de lactato dehidrogenasa y citocromo C oxidasa

(Figura 34 y Tabla 4).
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Figura 33. Cinéticas de activacion de Aktl y redistribucion subcelular bajo el estimulo redox. En (A) y (B), los
Western blots y las curvas representan el trafico subcelular diferencial, la retencion mitocondrial y la activacion de
Aktl en las fases proliferativa y apoptética. Las cinéticas de la distribuciéon temporal de P-Akt1 Ser*” (circulos negros)
y P-Aktl Thr'® (circulos rojos) en las fracciones subcelulares se estudiaron a 50 y 250 pM H,0,. Aktl total fue
evaluado en las mismas condiciones redox (circulos verdes). En (B) cada punto integra densitometrias de 3
experimentos independientes. Los datos se presentan como la media + error estandar. * p < 0.05 respecto del control,
por andlisis de varianza y test de Dunnett post hoc Los controles de carga de proteinas fueron determinados utilizando
anticuerpos anti-complejo I para la fraccion mitocondrial, B-actina para la citosolica y la subunidad RPB6 de la ARN

POL para la nuclear.
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Figura 34. Control de pureza de las diferentes fracciones
subcelulares utilizando anticuerpos especificos anti-
complejo 1 (subunidad 39 kDa) (mitocondria), B-actina
(citosol) y ARN POL II (subunidad 250 kDa) (nticleo).

Mitocondria Citosol Nucleo

Complejo IV (k’/min mg prot) 19.2+£3.8 1.8+1.2 1.5+1.3

Lactato dehidrogenasa 14+6.3 156+10.9 18+7.3
(nmol NADH/mg prot)

Tabla 4. Medicion de actividades enzimaticas en las diferentes fracciones subcelulares. La actividad de
complejo IV fue determinada monitoreando la oxidacién del citocromo C reducido a 550 nm en la
mitocondria y el citosol. La actividad de lactato dehidrogenasa fue monitoreada espectrofotométricamente
a través de la oxidacion de NADH a 340 nm en dichas fracciones subcelulares.
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El H,0; modula la interaccion Akt1-P-PDK1 y por lo tanto su completa activacion

en la mitocondria

Estudios recientes demostraron que la fosforilacién en Ser'” de Aktl es
catalizada por el complejo mTORC?2 (Alessi y col., 2009), mientras que la fosforilacion
en Thr'® ocurre a través de P-PDK1 (Alessi y col., 1997). En ambos casos las
fosforilaciones ocurrian a nivel de la membrana plasmatica y eran favorecidas por la
interaccion de los dominios PH en la fase hidrofobica segin las descripciones
originales. Sin embargo, luego de realizar un fraccionamiento submitocondrial se
encontrd que ambas kinasas, Aktl y P-PDK1 también estan presentes en la membrana
externa y el espacio intermembrana (Figura 35A); P-PDKI1 también se encontrd
presente en la membrana interna (Figura 35A). Por el contrario, mTORC2 solo se
encontré expresado en la membrana plasmatica y en el citosol pero escasamente en la
mitocondria (Figura 35B). En todos los casos, los controles de pureza de las fracciones
se realizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-p-actina, complejo I
(subunidad de 39 kDa) y ARN POL II (subunidad RPB6 de 250 kDa) (Figura 35C). En
2005, Connor y colaboradores realizaron un andlisis de la distribucion de
fosfatidilinositoles utilizando proteinas quiméricas fluorescentes de los dominios Akt-
PH y PLC-PH. En estos estudios demostraron que YFP-Akt-PH permanecia en el
citosol debido a la falta de acumulacion de PtIns(3,4,5)Ps, en ausencia de activacion de
receptores. La sobreexpresion de SOD2-GFP provocaba una localizacion abundante de
PtIns en compartimientos perinucleares y ademas colocalizaban con la SOD2 indicando
su distribucion mitocondrial. Es decir, que el H,O, generado por sobreexpresion de
SOD2 e independientemente del compromiso de receptores, contribuye a un cambio en
la produccién y subsecuente movilizacion de Ptlns (Connor y col., 2005).

Para evaluar los efectos redox sobre la actividad de Aktl en las mismas
condiciones, se inmunoprecipitd Aktl proveniente de extractos mitocondriales,
nucleares y citosolicos de células NIH/3T3 estimuladas con H,O, y se determiné la
fosforilacion de GSK-3 o/ en un ensayo in vitro. En estas condiciones fue posible
demostrar que la actividad tanto en las mitocondrias como en los nticleos aument6 en un
150% y en el citosol en un 55% cuando las células habian sido incubadas con la

condicién redox proliferante (Figura 36A). Por el contrario, al incubar las células con
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250 uM H;0,, la actividad de Aktl disminuy6 en un 45% en las fracciones mitocondrial
y citosolica, pero mas marcadamente ain (78%) en el extracto nuclear (Figura 36A).
Para investigar el mecanismo por el cual el H,O, es capaz de modular la completa
activacion de Aktl y por lo tanto su actividad, se realizaron ensayos de pull downcon el
fin de analizar la interaccion entre Aktl y PDK1. Se utilizé hAkt1-GST unida a agarosa,
previamente oxidada con 0.1-25 pM H,0, y subsecuentemente incubada con una
fraccion mitocondrial. Luego del analisis por Western blot se observo que el binding
Aktl - P-PDK1 aument6 entre 1-10 pM H,O,, mientras que disminuy6 marcadamente

al preincubar Aktl con 25 uM H,0, (Figura 36B).
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Figura 35. (A) Aktl y P-PDK1 estan localizados en la membrana externa mitocondrial y el
espacio intermembrana. La localizacion submitocondrial fue evaluada por Western blot (M:
mitocondria; Mpl: mitoplastos; ME: membrana externa; EIM: espacio intermembrana; MI:
membrana interna). La identidad de las fracciones mitocondriales fue corroborada con
anticuerpos especificos anti-complejo I (subunidad de 39 kDa), VDACI (canal anionico
dependiente de voltaje 1), superoxido dismutasa 2 y citocromo C. (B) mTORC2 esta
localizada mayoritariamente en vesiculas de membrana plasmatica. (C) Controles de pureza
de las distintas fracciones subcelulares mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-f3-
actina, complejo I (subunidad de 39 kDa) y ARN POL II (subunidad RPB6 de 250 kDa).
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Figura 36. La actividad de Aktl reside en el ajuste del bindinga P-PDK1 dependiente de H,O, en mitocondria.
(A) La actividad de Aktl, modulada por el estado redox, fue detectada a través del nivel de fosforilacion del
sustrato GSK-3 o/f en mitocondria, nicleo y citosol por Western blot. En el panel inferior, se exhiben las
densitometrias de las bandas segun la fraccion subcelular analizada. Los datos se presentan como la media + error
estandar. * p < 0.05 respecto del control, por analisis de varianza y test de Dunnett post hoc (B) La interaccion
entre P-PDK1 y Aktl es favorecida en la condicion de bajo estado redox mientras que es abolida al aumentar la
condicion redox. hAktl-GST fue inmovilizada en agarosa, oxidada con H,O, e incubada con una fraccion
mitocondrial de células NIH/3T3. P-PDK1 fue detectada en los inmunoprecipitados por Western blot.

308

El trafico de Aktl al niicleo requiere la fosforilacion en Thr™™" en la mitocondria

Para evaluar la conexioén funcional entre la mitocondria y el nucleo y la

relevancia de la fosforilaciéon intramitocondrial de Aktl por PDKI1, se obtuvo una

mutante de Aktl, la Aktl T308A mediante mutagénesis dirigida, resultando en una
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3% Las células fueron transfectadas con el vector

variante no fosforilable en Thr
conteniendo la variante mutante o la salvaje (Wt: wild type y 24 horas después fueron
estimuladas con 50 uM H,0,. De esta forma, se observd que las células transfectadas
con la variante Wt se comportaron de manera similar a la determinada con la cinética de
la kinasa enddgena (Figura 33A y B). La translocacion de Aktl a la mitocondria fue
maxima a los 5-10 minutos y luego aument6 en el nicleo como puede observarse al
analizar la expresion de la proteina transfectada utilizando un anticuerpo anti el tag de
hemaglutinina (Figura 37A). Por el contrario, Aktl T308A se acumulé en la
mitocondria y no sélo no translocd al ntcleo sino que ademas disminuyd en este
compartimiento sugiriendo que la completa activacion de Aktl y posterior pasaje al
nucleo depende de la fosforilacion en Thr'® por PDK1 mitocondrial (Figura 37A). En
concordancia con estos resultados, se observo que las células transfectadas con Aktl
T308A no evidenciaban un aumento en la expresion de ciclina D1 y que la maquinaria

apoptotica a través de la via caspasa-3 era activada (Figura 37B).

A Mitocondria Nicleo Citosol
Akt]l Wt | s === —— - . — — R Y
Aktl T308A “‘ —— L P

Complex I ARN POL II B-actina
L —————— T — . — — —— — — ——
Tiempo (min) c 5 10 15 30 60 c 5 10 15 30 60 c 5 10 15 30 60

50 uM H20: 50 uM H20: 50 uM H20:
B.
e l—— ... - o ——
T308A T308A
c 24 48 24 48 c 24 48 24 a8
50 uM H202 50 uM H202

Figura 37. La activacion completa de Aktl y el trafico eficiente al nucleo dependen criticamente de la
fosforilacién mitocondrial en Thr'®. (A) La mutacion de Aktl en Thr’® causa la retencion de la kinasa en la
mitocondria e impide la translocacion final al nticleo. Las cinéticas de la distribucion subcelular diferencial de
Akt Wty T308A fueron analizadas luego de la transfeccion y estimulacion con 50 pM H,O, por Western blot.
(B) El impedimento de la translocaciéon de Aktl T308A al nticleo causa una disminucion en la expresion de

ciclina D1 y un aumento en los niveles de caspasa-3.
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La obtencion de imagenes (imaging mediante video en tiempo real confirmo el
patron de distribucion de Aktl luego del estimulo con H,O, (Figura 38, 39 y Videos 1-
4). En estos experimentos, las células se transfectaron con Akt1-GFP wild type o con las
respectivas mutantes para los distintos sitios de fosforilacion, Aktl T308A-GFP y Aktl
S473A-GFP, luego se tifieron con un marcador mitocondrial especifico, MitoTracker
Deep Red, y las muestras se analizaron por microscopia confocal. En estas condiciones,
la estimulacién con 50 pM H,O; provocod una redistribucion diferencial de las tres
variantes de la kinasa entre los distintos compartimientos subcelulares (Figura 38, 39 y
Videos 1-4). Aktl Wt-GFP fue capaz de entrar a la mitocondria rapidamente y luego se
localizd predominantemente en el nucleo (nucleos verdes intensos), mientras que la
presencia de Aktl S473A-GFP en la organela fue casi nula. Sin embargo, Akt T308A-
GFP se acumulé marcadamente en la mitocondria durante los primeros 15 minutos, en
detrimento de su translocacion nuclear. La retencion preferencial de Aktl T308A-GFP y
la limitada aparicion de Aktl S473A-GFP en la mitocondria se pueden apreciar en
vistas con aumento de las imagenes (Figura 40A). Ademas, el coeficiente de correlacion
de Pearson y de solapamiento de Manders muestran claramente una contribucién
superior a la colocalizacion de los pixeles contenidos en la region mitocondrial (color
rojo intenso), lo cual indica que aquellos pixeles evidencian una alta intensidad de
fluorescencia verde (GFP) y roja (MitoTracker). Los valores de coeficientes fueron
determinados para las imagenes en la figura 40A). Para la mutante Aktl T308 A-GFP
ambos valores de coeficientes fueron positivos, altos y significativamente superiores
que aquellos esperados para las imagenes obtenidas al azar (Figura 39A y B), lo cual
avala una superposicion no fortuita de los fluordforos distribuidos al azar. Por el
contrario, estos coeficientes resultaron cercanos a cero (superposicion de Manders) o
negativos (correlacion de Pearson) para Aktl S473A-GFP, lo cual indica la ausencia de
colocalizacion (Figura 40A y B); la distribucioén de probabilidades de la colocalizacion
al azar fue obtenida luego de combinar repetitivamente las posiciones de los pixeles en
las imagenes aumentadas del canal verde en relacion a la distribucion normal ajustada a
los datos (Figura 44 C). Estos resultados avalan el concepto de la necesidad de una
fosforilacion secuencial en Aktl para la regulacion de su redistribucién entre los

. . . b4 473 1 A
compartimientos subcelulares: la fosforilacion en Ser”"” es central para la regulacion de
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la translocacion de la kinasa a la mitocondria y la fosforilacion mitocondrial en Thr'®® e

crucial para el trafico de Aktl al ntcleo.

MitoTracker Deep Red Colocalizacién
. ..-
Aktl
T308A
Aktl
S473A

n Citosol

* n Mitocondria

n Nucleo

GFP normalizada

Intensidad de fluorescencia

Aktl Wt Aktl T308A Aktl S473A

Figura 38. Aktl T308A se acumula en la mitocondria y la mutante S473A no puede entrar en la organela. Las
células NIH/3T3 fueron transfectadas con Aktl-GFP, Aktl S473A-GFP o Aktl T308A-GFP y tefiidas con
MitoTracker Deep Red. La figura muestra las imdgenes correspondientes a los canales para intensidad de
fluorescencia individuales para GFP y MitoTracker y el canal para la colocalizaciéon. Barra = 10 pm. La
intensidad de fluorescencia media para GFP fue cuantificada en las distintas fracciones subcelulares y
normalizada respecto de la intensidad de fluorescencia para GFP de la célula total (panel inferior).
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Mascara Mascara Mascara
Colocalizacién colocalizada Colocalizacién colocalizada Colocalizacién colocalizada

Umin ]

Aktl Wt Aktl T308A Aktl S473A

Figura 39. Presencia y translocacion de hAktl y sus mutantes (Aktl S473A y Aktl T308A) a la
mitocondria. Las células NIH/3T3 transfectadas con Aktl-GFP, Aktl S473A-GFP o Aktl T308A-GFP y
tefiidas con MitoTracker Deep Red fueron estimuladas con 50 uM H,0,. La intensidad de fluorescencia de
los canales verde (GFP) y rojo (MioTracker) fue analizada durante 20 minutos en un microscopio confocal
Olympus FV1000 (Videos 1-4). En los paneles se muestran series de imagenes reperesentativas luego de la
estimulaciéon con H,O, para Aktl y sus mutantes. En los paneles de la derecha se exhiben imagenes
correspondientes a las mascaras mitocondriales determinadas mediante un algoritmo de colocalizacion.
Barra= 10 pum.
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Figura 40. (A) Ampliacion de las imagenes de los canales verde, rojo y colocalizacion tomadas en la
figura 37. Se incluyen los coeficientes de los mapas de solapamiento de Manders y de correlacion de
Pearson. La barra de color representa la contribucion de un solo pixel al coeficiente completo. (B) Analisis
estadistico de la localizacion de hAktl en la mitocondria. Los valores de los coeficientes de solapamiento
de Manders y de correlacién de Pearson fueron estimados a partir de las imagenes ampliadas. (C) La
distribucion de probabilidades de la colocalizacion al azar fue obtenida luego de combinar repetitivamente
las posiciones de los pixeles en las imagenes aumentadas del canal verde. La curva roja representa la
distribucion normal ajustada a los datos.
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Aktl requiere ser fosforilada en Ser*” para translocar a la mitocondria “ex vivd®

Para dilucidar el ciclo completo de fosforilacion de Aktl, se incubo hAktl
fusionada a un tag de histidina con mitocondrias aisladas de las células NIH/3T3 antes y
después de haber sido monofosforilada con mTORC2 in vitro. Estos resultados
demuestran que Aktl inactiva no puede translocar a mitocondrias aisladas y energizadas
(Figura 41A y C). Por el contrario, P-Akt] Ser*”® entré muy rapido a la organela a una
tasa relativa de 1.2 pg/min.pg proteina. A los 50 minutos se observd un completo

decaimiento de P-Aktl Ser*’

en las organelas aisladas. En ese momento, la
concentracion de Aktl aument6 significativamente en el sobrenadante indicando un
flujo reverso de la kinasa entre los dos compartimientos. Asimismo, al analizar si P-
Aktl Ser*” habia sido modificada luego de entrar en las mitocondrias aisladas, se
comprobd que la kinasa monofosforilada habia adquirido la segunda fosforilacién en
Thr'®®, y de esta forma, se convertia en la variante completamente activa de la kinasa

(Figura41B y C).
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Figura 41. El ciclo mitocondrial de Aktl bajo el estimulo redox. En (A) y (B), Aktl requiere ser
fosforilada en Ser*”” para entrar a la mitocondria. Aktl-his inactiva fue incubada con mTORC2 o
PDKI1 en buffer kinasa para permitir la fosforilacion. En ausencia de mTORC2, Aktl permanece
afuera de la mitocondria. Por el contrario, en presencia de mTORC2, P-Aktl Ser*” transloca a la
mitocondria y es fosforilada en Thr’®. Aproximadamente luego de 50 minutos Aktl bifosforilada
se vuelve detectable en el sobrenadante. Estos extractos fueron incubados con mitocondrias
purificadas en buffer de importe y las muestras fueron centrifugadas y preparadas para correr en un
SDS-PAGE. (C) Imagingde un Western blot usando un anticuerpo anti-His tag con un secundario
anti-mouse conjugado a Cy3 y un anticuerpo anti-P-Aktl Thr'® con un secundario anti-rabbit
conjugado a Cy2. Se observa colocalizacion (mergg en presencia de mTORC2. La sola adicion de
PDK1 es incapaz de fosforilar Aktl en Thr'®®,
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La mitocondria y la membrana plasmatica cooperan para la activacion completa

de Aktl in vitro en vesiculas reconstituidas

Con el objeto de confirmar que la mitocondria y la membrana plasmatica son
esenciales para la activacion completa de Aktl, la proteina inactiva hAktl fue sujeta a
oxidacion con 0.1 uM H;0, e incubada con vesiculas de membrana plasmatica
purificadas de células NIH/3T3 solas o con vesiculas que habian incluido una
preparacion de mitoplastos en una proporcion de 10-100 mitoplastos por vesicula. Las
vesiculas se marcaron especificamente con un anticuerpo anti-ATPasa de membrana y
un anticuerpo secundario conjugado a Cy3. Los mitoplastos fueron tefiidos con
MitoTracker Deep Red. Las particulas también fueron incubadas con anticuerpos anti-
P-Aktl Ser'”? o P-Aktl Thr’® y un anticuerpo secundario conjugado a Cy2. De acuerdo
a la metodologia implementada, en las imagenes tomadas con el microscopio confocal,
las particulas rojas representan vesiculas, las azules mitoplastos y las particulas
fusionadas se muestran en color magenta (Figura 42A). La marca para P-Aktl Ser*’-
Cy2 fue observada predominantemente en las vesiculas que no contenian marca para
mitoplastos (Figura 42B) pero poseian mTORC2 (Figura 36B). Por el contrario, estas

308

vesiculas no promovieron la fosforilacion en Thr”™ (ausencia de marca para P-Aktl

Thr’®-Cy2). Este hecho indica que a) la primera fosforilacion de Aktl depende de la
presencia de membrana plasmatica; b) en ausencia de mitocondrias, que participan en la

fosforilacion de P-Aktl Ser'”® en Thr’®, la kinasa se acumula en las vesiculas. Por el

contrario, se observé una alta intensidad de fluorescencia para P-Aktl Thr’*®

muy baja intensidad en el caso de P-Aktl Ser'”

-Cy2 y una
-Cy2 en aquellas vesiculas que
contenian predominantemente marca de mitoplastos (Figura 42B). Como la primera
fosforilaciéon no ocurrié en ausencia de vesiculas, los mitoplastos por si mismos no
fueron capaces de llevar a cabo la fosforilacién en Thr'®. Estos resultados demuestran
que las membranas plasmatica y mitocondrial cooperan para la activacion completa de

Aktl en las células NIH/3T3 y confirman que la fosforilacion en Ser'” es un

prerrequisito para que la fosforilacion en Thr’®®

ocurra en los mitoplastos. La identidad
de las distintas fracciones fue corroborada utilizando anticuerpos anti-complejo I

(mitocondrias y mitoplastos) y anti-ATPasa (vesiculas de membrana plasmatica)
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(Figura 42C). En la Figura 43 se muestra un esquema de la doble fosforilacion de Aktl

en las diferentes localizaciones subcelulares.
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o . . .
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Figura 42. El sinergismo entre las membranas plasmatica y mitocondrial en la doble fosforilacion de
Aktl. (A) La segunda fosforilacion de Aktl en Thr'™ ocurre en los mitoplastos. Las vesiculas y los
mitoplastos fueron aislados y coincubados en presencia de Aktl en un ensayo de importe. Las
preparaciones se marcaron con MitoTracker Deep Red, se fijaron y marcaron con un anticuerpo anti-
ATPasa y un secundario conjugado a Cy3. P-Aktl Ser'” o P-Aktl Thr’® fueron reconocidos con
anticuerpos especificos y un secundario conjugado a Cy2. En los paneles se muestran las imagenes verdes
(Aktl), rojas (vesiculas), azules (mitoplastos) y las colocalizadas. Barra = 10 um. (B) La intensidad de
fluorescencia de Cy2 (P-Aktl Ser*” o P-Aktl Thr'®™), Cy3 (ATPasa) y MitoTracker fue medida en cada
vesicula, mitoplasto o particula de fusion. Las poblaciones de particulas fueron particionadas de acuerdo a
su marca prevalente: principalmente vesiculas, mitoplastos o particulas de fusion mediante un analisis de
k-clusteringde medias. (C) Los controles de pureza de las fracciones fueron llevados a cabo por Western
blot con anticuerpos anti-complejo I y anti-ATPasa.
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Figura 43. Esquema de la fosforilacion secuencial de Aktl, su activacion y la redistribucion subcelular
consecuente bajo estados redox opuestos.

Las Cys® y Cys®'’ son los blancos principales para la oxidacién de Akt1 por H,0,

El analisis por espectrometria de masa de Aktl recombinante incubada in vitro
ante diferentes concentraciones de H,O, (representativas de aquellas utilizadas en los

ensayos In Vivo) se muestran en la Tabla 5. En ausencia de H,O, solamente la Cys310

3% a solo 5 A) fue oxidada a acido sulfénico (Cys-

(que se encuentra adyacente a Thr
SOH). Al utilizar concentraciones crecientes de H,O,, la Cys’'® permanecié en parte
como acido sulfénico (Cys-SOH) y parte oxidado mas atn a 4cido sulfénico o cisteico
(Cys-SOsH). A 1 uM H,0, la Cys’'” se vié siempre modificada a acido sulfonico.
Ademés, la Cysf’o, perteneciente al dominio PH y que no habia sido modificada a muy
bajas concentraciones de H,O,, resultod siempre oxidada a acido cisteico de 0.1 a 20 uM

H,0,.
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H,0, Péptido triptico Residuo  Prob.  MSc* Modificacion Acn**  Carga
(uM) péptido
_ EAPLNNFSVAQCQLMK Cys® 95% 75.5 o 0.55 2
TFC'GTPEYLAPEVLEDNDYGR ~ Cys’®  71% 342  Acido sulfénico (+16)  -0.40 2
0.001 EAPLNNFSVAQCQLMK Cys® 95% 75.5 . 0.55 2
EAPLNNFSVAQCQLMK Cys® 95% 66.6 o 0.038 2
EAPLNNFSVAQCQLMK Cys® 95% 66.3 o 0.33 )
0.01 EAPLNNFSVAQCQLMK Cys® 95%  75.51 . -0.79 2
TFC+'SGTPEYLAPEVLEDNDYGR ~ Cys*!? 94%  41.25  Acido sulfénico (+16)  -0.58 2
TFC**GTPEYLAPEVLEDNDYGR ~ Cys*®  95% 572  Acidosulfénico (+16) (.43 2
TFC"SGTPEYLAPEVLEDNDYGR ~ Cys'®  88%  39.06  Acidosulfénico (+48) o6 )
0.1  EAPLNNFSVAQCQLMK Cys® 95% 77.4 . -0.17 2
EAPLNNFSVAQC QLMK Cys*!? 95% 65.8  Acido sulfonico (+48)  0.79
TFC"®GTPEYLAPEVLEDNDYGR ~ Cys’'"  88% 454  Acidosulfonico (+48) 033 b
1 TFC*®*GTPEYLAPEVLEDNDYGR  Cys’'®  95% 62.9  Acido sulfonico (+48)  0.76 2

Tabla 5. Resultados de la espectrometria de masa de Aktl oxidada. hAktl (1 pg/50 pl) fue oxidada durante 15
minutos en buffer kinasa 1x. *MSc: Indice de Mascot Ion; **Acn representa la diferencia en el valor de
correlacion cruzada entre los dos péptidos candidatos para un dato dado.
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Segunda Parte

Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que un aumento en la
[H,O,]ss es capaz de controlar la transicion del fenotipo proliferante al quiescente o
apoptoético, determinando el fin de la proliferacion (Carreras y col., 2004a). Asimismo,
en las células tumorales la baja concentracion de H,O, debido a alteraciones en el
metabolismo mitocondrial puede contribuir a un estado de proliferacion sostenida (Galli
y col., 2003). Dado que las MAPKSs también orquestan numerosas vias de transduccion
de senales y se ha demostrado su presencia en la mitocondria (Galli y col., 2008), se
investigd la conexion mecanistica entre la disfuncion mitocondrial en células tumorales
y el efecto del H,O, en la activacion de las MAPKs. Estudios previos habian
demostrado que bajas concentraciones de H,O, (1 pM para esta linea tumoral)
provocaban un aumento en la proliferacion de manera ERK1/2-dependiente, mientras
que altas concentraciones (50 uM) provocaban un arresto del ciclo celular con
activacion de p38 y JNK1/2. Considerando las condiciones experimentales como un
modelo tri-compartimental (mitocondria, citosol y nucleo) se observo que las diferentes
respuestas frente al estado redox respondian a un trafico preferencial de MAPKs a la
mitocondria, en donde una activacion selectiva de ERK1/2 o p38-JNK1/2 (colocalizadas

con sus kinasas rio arriba) facilitaba su pasaje al nacleo (Galli y col., 2008).
El H,0; modula la interaccion MEK1/2-ERK1/2 y la translocacion al nicleo

Para investigar si la modulacién de la interaccion MEK-ERK en la mitocondria
afecta la translocacion al nucleo, las células tumorales LP0O7 fueron transfectadas con
3xFlag-ERK2 Wt y sus mutantes, H230R o Y26IN, ambas con dockinga MEK1/2
restringido (Adachi y col., 2000) y estimuladas con 1 uM H,0, (condicién proliferante).
En estas condiciones se observd que ERK2 Wt seguia una secuencia tipica de
translocacion a la mitocondria y al nucleo, es decir, un rapido pasaje a la mitocondria
hasta los 30 minutos y una consecuente translocacion al ntcleo (Figura 44).
Contrariamente, las mutantes de ERK2 con binding pobre a MEK1/2 fueron retenidas

en las organelas, en detrimento de su translocacion al nucleo (Figura 44). Estudios
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previos habian demostrado que en condiciones de bajo estado redox la interaccion
ERK1/2-MEK1/2 se encontraba favorecida y la misma era interrumpida por el aumento
de H,O, (Galli y col., 2008). Todos estos resultados sugieren que el trafico de ERK1/2
al nucleo y en consecuencia, el comportamiento celular, dependen de los cambios en su

loop de activacion inducidos por H,O, y la interaccion con MEK1/2 en la mitocondria.

Mitocondria Nicleo
PM (kDa) PM (kDa)
Transfeccion: 3xFlag-ERK2 Wt Transfeccion: 3xFlag-ERK2 Wt
ERK2 (Ac anti-Flag) | 8 ws S g == - ERK2 (Ac anti-Flag) | == = we ees ey -y |
Complejo I - - 39 ARN POL I- — ——— — I— 250
Transfeccion: 3xFlag-ERK2 H230R Transfeccion: 3xFlag-ERK2 H230R
ERK2 H230R | ERK2 H230R
(Ac anti-Flag) W 42 (Ac anti-Flag) | "= "= " o = — 42
Complejo I [*= wu i |- 39 ARN POL | |- 250
Transfeccion: 3xFlag-ERK2 Y261N Transfeccion: 3xFlag-ERK2 Y261N
23O CLIL. ff [—— ERK2 Y261N
(Ac anti-Flag) - (Ac anti-Flag) W pra—— - 42
CompleonI— - . an ab = |_39 ARNPOLI — e |—250
C 5 15 30 60 120 C 5 15 30 60 120
Tiempo (min.) Tiempo (min.)
Figura 44. La interaccion con MEK1/2 en la mitocondria es una condicion necesaria para el trafico de
ERK1/2 al nucleo en condiciones redox proliferantes. Las células LP0O7 fueron transfectadas con 3xFlag-
ERK2 Wt, o las mutantes H230R o Y26IN, ambas con capacidad reducida para interaccionar con
MEK1/2. Luego de la incubacion con 1 pM H,0,, se aislaron las fracciones mitocondrial y nuclear y se
determind la distribucion de ERK2 por Western blot utilizando un anticuerpo anti-Flag. En los Western
blots representativos (n = 4) (25 pg proteina/calle) se muestran las diferencias observadas luego de
incubar las células con 1 uM H,O, durante los tiempos indicados. Para los controles de carga se utilizaron
anticuerpos anti-complejo I (subunidad de 39 kDa) y ARN POL RPB6 (subunidad de 250 kDa).

Los tioles de las cisteinas de ERK2, p38 y JNK2 son oxidados especificamente por
H,0;

Considerando la susceptibilidad a la oxidacion de los tioles de las cisteinas

presentes en ciertos grupos de proteinas, se investigo la relevancia de estos aminoacidos
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en la regulacion de las vias de MAPKs. ERK2-GST inmovilizado en agarosa fue
expuesto al bloqueante de tioles 4-vinilpiridina (4-VP) y luego incubado con una
fraccion mitocondrial. De esta forma, fue posible confirmar que la suave oxidacion de
ERK2 promueve el binding con MEK1/2 y demostrar que el tratamiento con 4-VP
produce una marcada reduccion de la interaccion ERK2-MEK1/2 (Figura 45A).

Las cisteinas oxidadas responsables del binding diferencial de las MAPKSs
fueron identificadas por espectrometria de masa. Luego del tratamiento con
concentraciones bajas de H,O, (0.1 pM), los grupos tioles de las Cys™® y Cys*'* de
ERK?2 fueron oxidados a acido sulfinico (Cys-SO,H) y sulfénico (Cys-SOsH). Por el
contrario, no se observo oxidacion de ninguna cisteina luego del tratamiento con
concentraciones mas altas de H,O,. Por otra parte, ninguna cisteina de JNK2 fue
oxidada bajo condiciones suaves de H,O, (0.1 uM) mientras que a 1 uM H,0O, se
oxidaron los tioles de las Cys*', Cys'’, Cys'”" y Cys*** a Cys-SO,H y el de la Cys''® a
Cys-SOsH (Tabla 6). Resulta interesante que la Cys*' de JNK2, homologa de la Cys>®
de ERK2 fue sensible a la oxidacion, mientras que la Cys®"> de INK2, homologa de la

1 de ERK2, no resulté oxidada bajo ningtn concepto. En contraste, la Cys'®* de

Cys
p38, perteneciente a un dominio homologo de dockingde ERK1/2 de rata, fue oxidada a
Cys-SO3H solo luego de una incubacion con 20 uM H,O, (Tabla 6). No se detectd

oxidacion de metionina, histidina, triptofano o tirosina ni nitrosilacion de triptofano.

La interaccion ERK-MEK vy la transferencia de ERK1/2 al nicleo dependen de la

oxidacion mitocondrial de las cisteinas redox sensibles

Con el objeto de evaluar el rol de las cisteinas oxidables sobre la activacion de
ERK y su redistribucion, las mutantes de ERK2 C38A, C214A y C214E fueron
transfectadas en las células LP07 para poder analizar su interacciéon con MEK. La
oxidacién con 0.1 uM H,O; favorecio la interaccion de MEK1/2 con ERK2 Wt (Figura
45B), tal como habia sido observado previamente en la Figura 49A. Sin embargo, el
H,0, no provoco ningin efecto sobre la interaccion de MEK1/2 con ERK2 cuando la
Cys*'* fue sustituida por una alanina (C214A) (Figura 45B). Por el contrario, la
interaccion ERK2-MEK1/2 se vio favorecida por el remplazo de la Cys*'* por acido

glutdmico (C214E), aun en ausencia de H,O, (Figura 45B). ERK2 Wt translocé a la
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mitocondria y posteriormente fue retenida en el nucleo luego de la estimulaciéon con 1
uM H,0, (Figura 45C), tal como habia sido descripto para ERK1/2 endoégena (Galli y
col., 2008). En forma opuesta, las mutantes C38A y C214A fueron retenidas en la
mitocondria en detrimento de la entrada al nucleo (Figura 45C). Del mismo modo, P-
MEK1/2 también fue retenida en la organela en perjuicio de su ingreso al ntcleo luego
de la transfeccion con las mutantes de ERK2, C38A y C214A, lo cual indica que una
oxidacion defectuosa impide el egreso del complejo MEK-ERK de la mitocondria
(Figura 46). Una idea atractiva surge al proponer que las cisteinas cargadas guian a
MEK o a otros ligandos mientras se dirigen a través de las argininas hacia el Asp®' y el
Asp>"” (Figura 47A y B). Estos constituyen los dos residuos acidicos esenciales de
ERK2 que integran el dominio D para la unién a los ligandos. Tal como puede
observarse, los dominios redox sensibles de ERK2 estan muy conservados en todas las
MAPKSs, asi como también en otras kinasas (Tabla 7). Es remarcable el hecho que
ambas cisteinas oxidables, Cys®® en ERK2 y Cys*' en JNK2 se encuentren en el mismo
dominio y sean oxidadas a -SOsH, pero a niveles de H,O, diferentes. Sin embargo, las

Cys*" de JNK2 y las Cys®™ y Cys™' de p38 presentes en estos dominios no fueron

oxidadas.

MAPK H:0: (uM) Péptido triptico Residuo Carga MSc XC Acn

ERK2 0.1 YTNLSYIGEGAYGMVC(O3)SAYDNLNK Cys™ 2 34 34 0.2
YTNLSYIGEGAYGMVC(O,)SAYDNLNK Cys™® 3 NA 53 0.13
SIDIWSVGC(O,)ILAEMLSNRPIFPGK Cys?'* 2 NA 29 0.26

p38 20 DLKPSNLAVNEDC(O4)ELK Cys'®? 3 63 32 0.27

INK2 1 YQOQLKPIGSGAQGIVC(03)AAFDTVLGINVAVK Cys" 2 98 51 0.67
TLEEFQDVYLVMELMDANLC(03)QVIHMELDHER Cys"'® 3 54 NA NA
MSYLLYQMLC(O3)GIK Cys'¥7 2 31 14 0.2
TAC(O3) TNFMMTPYVVTR Cys'’” 2 35 28 0.41
GC(03)VIFQGTDHIDQWNK Cys?? 2 37 27 0.06

Tabla 6. Analisis por espectrometria de masa de las modificaciones de las cisteinas de ERK2, p38 y JNK2 por

H,0,. Las MAPKSs fueron oxidadas con H,O,. En la tabla se muestra la secuencia de los fragmentos tripticos, la

carga de los péptidos, el valor de Mascot lon (MSc), Sequest XC y Acn (diferencia en el valor de correlacion

cruzada entre los dos péptidos candidatos). NA: no asignado. No se observé oxidacion de ERK2 a 10 uM H,0,,
de JNK2 a 0.1 uM H,0, ni de p38 a 10 uM H,0..
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Figura 45. La interaccion ERK-MEK vy la translocacion eficiente al nucleo dependen criticamente de la
oxidacion de las Cys®™® y Cys*'* de ERK2. (A) Las cisteinas de hERK2-GST fueron bloqueadas con 4-
vinilpiridina (4-VP), la proteina fue oxidada y subsecuentemente incubada con una fraccion mitocondrial.
Se evalu6 por Western blot la interaccion de esta kinasa con MEKI1/2. (B) Las células fueron
transfectadas con ERK2 Wt o sus mutantes C38A, C214A o C214E y luego estimuladas con 1 uM H,0,
durante 15 minutos. ERK2 fue inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-Flag y los complejos se
corrieron en un SDS-PAGE que fue revelado con un anticuerpo anti-MEK1/2. (C) Las cinéticas de la
distribucion mitocondrial y nuclear de ERK2 Wt o sus mutantes transfectadas fueron analizadas por
Western blot luego del tratamiento con 1 pM H,0,.
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Mitocondria
PM (kDa)

Transfeccion: 3xFlag-ERK2 Wt

P-MEK1/2 |- - - - "-I—45

Complejo I | ES—— |_39

Transfeccion: 3xFlag-ERK2 C38A

P-MEK1/2 |ll- - i a -.I—45

Complejo I | . ad - I— 39

Transfeccion: 3xFlag-ERK2 C214A

P-MEK1/2 | - - - 4|_45

Complejol |_ R —— — ".'_'I—sg

Cc 5 15 30 60

Tiempo (min.)

Figura 46. Cinética de la distribucion mitocondrial de P-MEKI1/2 de células
transfectadas y tratadas con H,O, en las condiciones de la Figura 49.

Dominios cisteina redox sensibles (RSD)

JNK1 61 1GEGAQGIVCAAYD JNK1 273 VDIWSVGCIMGEMY
JNK2 32 IGSGAQGIVCAA FD JNK2 207 VDIWSWVGCIMGLY

ERKZ2 31 EGAYGMVCAAYD ERK2 207 IDIWSVGCIMGEMV
ERK1 51 EGAYGMVSAAYD ERK1 227 VDIWSVGCILAEML

p38 40 GSGAYGSVCAAYD p38 224 VDIWSVGCIMGEMY
TPME 91  GEGAYGIVCSAYD TPME 229  IDIWSVGCIMGEMVY
MMKT 51 IGHGAIGI VCSAHN MMKT 185  IDIWSVGCIMGEMY
MPK1 20 GEGAYGIVCSAYD MPK1 162 DWWSVGCIMGEMY
1TKIA 4 LGREFGIVCAAYD 1TKIA 193 TDIWSTGVIMGEMY
PHKA 3 LGRGVSVVCIH PHKA 215 DVWSVGCIMGEMV

Tabla 7. Alineamiento de secuencias homologas
correspondientes a las regiones vecinas de Cys38 y Cys214
de ERK2 de diferentes kinasas. El alineamiento fue realizado
con el Servidor Expasy Proteomics (www.ca.expasy.org).
IPME (penta mutant ERK2); MMKI1 (mitogen-activated
protein kinase homolog); MPK1 (mitogen-activated protein
kinase); 1TKIA (human titin kinasa); PHKA (human
phosphorylase kinase subunit alpha).
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(A) Tyr3i5
Asp316
Asp319

(B)

Figura 47. Esquema de la guia electrostatica para la interaccion ERK-MEK basada
en las cargas de las cisteinas. (A) Interaccion MKP3-MEK establecida mediante un
estudio cristalografico (PDB 2GPH). El péptido MKP3 se ubica en el surco de
docking de ERK2 como producto de interacciones acidicas e hidrofébicas con
cisteinas oxidables (en rojo) (modelado con el programa PyMol; DeLano Scientific,
CA, USA). (B) Esquema basado en el modelo de (A) que representa el ligando
(6valos amarillos) acercandose a ERK2 (circulos verdes). El ligando se dirige a
través de las cargas 4cidas, atraido por las Cys®® y Cys®', para alcanzar finalmente
el dominio de docking
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Tercera Parte

El sistema de tiorredoxinas es uno de los sistemas clave en el control del balance
redox celular, y por lo tanto, del destino celular. Los dafios a nivel celular provocados
por el desbalance redox han sido asociados con enfermedades vinculadas a la
senescencia y patologias neurodegenerativas (Andersen, 2004). Més allad de su rol
protector, el sistema Trx interviene en varios procesos celulares como la comunicacion
célula-célula, la regulacion transcripcional, la sefalizacion celular y la sintesis de ADN
(Lillig y Holmgren, 2007). La inactivacion de la Trx1 se asocia con graves defectos en
la proliferacion del macizo celular interno y atin con la muerte del embridn en el estadio
de blastocisto (Matsui y col., 1996). Los ratones deficientes en la isoforma mitocondrial
(Trx2) muestran una apoptosis marcada, defectos en el tubo neural anterior y letalidad
embrionaria (Nonn y col., 2003). Dado que hemos demostrado que el H,O, estd
implicado en el destino final de las células normales y tumorales a través de la
activacion de Aktl y de las MAPKs y que ademas, el binding eficiente con sus kinasas
rio arriba esta regulado a través de la oxidacion de cisteinas conservadas, decidimos

explorar la via de Trx postulandola como una fina moduladora del estado redox celular.

El sistema de Trx modula el destino celular a través de la regulacion del nivel de

HzOz

Con los propositos mencionados anteriormente estudiamos la evolucion de la
tasa proliferativa en las células NIH/3T3 bajo las condiciones redox estudiadas
anteriormente pero habiéndolas transfectado previamente con un vector pcDNA3-Flag
que contenia la secuencia de Trx1, Trxl dominante negativa (dn, C35S), Trx2 o Trx2
C90/958S. Los resultados obtenidos indican que tanto Trx1 Wt como Trx2 Wt son
capaces de revertir el efecto antiproliferativo causado por altas concentraciones de H,O,
hasta valores cercanos al control (Figura 48). Ademas, es notable remarcar que la
isoforma mitocondrial (Trx2) revierte en forma mas eficiente que el fenotipo causado
por la incubacion de las células con 250 uM H,O,. Por el contrario, las variantes menos

activas de las tiorredoxinas (Trx1 dn y Trx2 C90/95S) no lograron revertir en forma
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significativa la disminucion de la tasa proliferativa provocada por el estado redox

elevado (Figura 48).
30000 4
25000 - —T—
g 20000 %
) 15000 - *
10000 -
5000 |_T_| |_L| ’_Ll ’_Ll
o T T T T T T d
(o] 50 vector Trxl Wt Trxldn Trx2 Wt Trx2
uM H20: vacio C90/958
250 uM H20:

Figura 48. La sobreexpresion de Trx es capaz de revertir el efecto antiproliferativo de las
condiciones redox elevadas. La incorporacién de [*H] timidina fue medida 48 horas luego de
suplementar las células con H,O, (C = control). Cuando fue apropiado, las células fueron
transfectadas 24 horas antes con los vectores conteniendo Trx1 Wt, Trx1 dn (C32S), Trx2
Wt o Trx2 C90/95S. Los datos se presentan como medias + el error estandar. n = 8 para cada
grupo en todos los casos. * p < 0.05 respecto del tratamiento con 250 puM H,0, y
transfeccion con vector vacio, por analisis de varianza y test de Dunnett post hoc

La localizacién subcelular de las dos isoformas de Trx fue evaluada mediante
Western blot en las fracciones mitocondrial y citosélica luego de la transfeccion de las
células NIH/3T3 utilizando un anticuerpo anti-Flag. Mientras Trx2 se encontro
localizada en citosol y mitocondria, la variante Trx1 so6lo se hallé presente en la fraccion

citosolica (Figura 49).

Trx2 Trx1 PM (kDa)
(Ac anti-Flag) (Ac anti-Flag)
Y —  — - — 12
M (o] M C M C PM M C M C
Trx2 Wt Trx2 C90S Trx2 Trxl Wt Trxl dn
C90/95s

Figura 49. Sobreexpresion y evaluacion de la localizacion subcelular de Trx y sus
mutantes en la linea celular NIH/3T3. Las células fueron transfectadas con los
vectores conteniendo Trx1 Wt, Trxl dn (C32S), Trx2 Wt, Trx2 C90S o Trx2
C90/95S. Luego del fraccionamiento subcelular, las proteinas fueron corridas en un
SDS-PAGE vy la evaluacion de la expresion se realiz6 utilizando un anticuerpo anti-
Flag.
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Para confirmar el mecanismo de accion de las Trx sobre el sistema celular y sus
consecuencias sobre el destino celular, las células NIH/3T3 y LP07 fueron transfectadas
con las distintas variantes de Trx y 24 horas después fueron incubadas con 0.2 y 2 uM
antimicina A. De esta forma, las variaciones en la produccion de H,O, fueron
determinadas luego de incubar las células con 2’,7’'-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH) y analizarlas por citometria de flujo. Ademas, se realizd una marcacion en
simultaneo con ioduro de propidio (0.005%) para determinar las poblaciones de células
viables. Los histogramas revelan que tanto en las células NIH/3T3 como en las LP07 el
tratamiento con 0.2 puM antimicina A (AA) provoca un aumento de un orden de
magnitud en la produccion de H,O,, mientras que la incubacion de las células con 2
UM AA causa un incremento de dos ordenes en la produccion de este oxidante y una
marcada disminucion de la cantidad de células viables (Figuras 50 y 51). En cambio, la
transfeccion previa con Trxl Wt y Trx2 Wt favorece francamente la reversion en la
produccion final del oxidante ante las dos concentraciones de AA evaluadas y un
aumento en el numero de células viables, para las dos lineas celulares (Figuras 50 y 51).
Resulta interesante observar que en el caso de la linea no tumoral, la reversion de las
dos condiciones redox causadas por la incubacion con AA es mayor en el caso de las
células previamente transfectadas con la isoforma mitocondrial de Trx (Trx2) respecto

de aquellas que sobreexpresaban la isoforma citosolica (Trx1) (Figura 50).
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Figura 50. Produccion de H,O, seglin la expresion diferencial de las tiorredoxinas. Determinacion de la
produccion de H,O, por citometria de flujo en células NIH/3T3 transfectadas con vectores conteniendo
Trx1 Wt (panel izquierdo) o Trx2 Wt (panel derecho) y posteriormente incubadas con 0.2-2 uM
antimicina A (AA) durante 2 horas. Histogramas representativos de la producciéon de H,O, por
marcaciéon con DCFH (5 pM, excitacion a 504 nm y emision a 529 nm, andlisis en FL-1) para las
células negativas para ioduro de propidio, por duplicado.
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Figura 51. Produccion de H,0O, segin la expresion diferencial de las tiorredoxinas. Determinacion de
la produccion de H,O, por citometria de flujo en células LP07 transfectadas con vectores conteniendo
Trx1 Wt (panel izquierdo) o Trx2 Wt (panel derecho) y posteriormente incubadas con 0.2-2 pM
antimicina A (AA) durante 2 horas. Histogramas representativos de la produccion de H,O, por
marcacion con DCFH (5 pM, excitacion a 504 nm y emision a 529 nm, analisis en FL-1) para las
células negativas para ioduro de propidio, por duplicado.

El sistema de Trx provoca una activacion selectiva en el eje central de Aktl en el

modelo tumoral in vivo

Dado que se observé que el sistema de Trx modula la tasa proliferativa celular y
se encuentra estrechamente relacionado con el nivel de oxidantes, se analizé el efecto de
dicho sistema en un modelo in vivo utilizando tumores generados en ratones de la cepa
BALB/c. Para ello, los ratones fueron inoculados subcutineamente en el flanco
izquierdo con células de la linea LP0O7 y se analizd el crecimiento y evolucion de los
tumores durante cuatro semanas. Al cabo de este tiempo, los tumores fueron

electroporados in Vivo con los vectores pRNA-U6.1/Neo conteniendo el siRNA para
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Trx1, Trx2 o con el vector vacio siguiendo el protocolo descripto en la seccion
Materiales y Métodos. El volumen tumoral fue calculado periddicamente tomando tres
diametros del mismo y la tasa de crecimiento fue comparada 4 dias posteriores a la
electroporacion in vivo respecto de los valores iniciales. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 52 en la que puede observarse un aumento de la masa tumoral
significativo en los ratones que fueron electroporados con el vector vacio mientras que
la tasa de crecimiento no parece haber aumentado en aquellos animales que habian sido

electroporados con los vectores conteniendo el siRNA para Trx1 y Trx2.

D Dia 0 (electroporacion)

2 - % D Dia 4 postelectroporacién

Volumen tumoral (cms3)
=

Vector vacio siRNA Trx1 siRNA Trx2

Figura 52. Evolucion del crecimiento tumoral al cabo de 4 dias luego de la electroporacion in
vivo de los mismos utilizando el vector vacio, siRNA Trxl o siRNA Trx2. El volumen
tumoral fue calculado tomando tres didmetros del mismo y los valores fueron relativizados al
volumen inicial determinado el dia de la electroporacion. Los datos se presentan como la
media + error estandar. * p < 0.05 respecto del control, por analisis de varianza y test de
Dunnett post hoc

Al cuarto dia luego de la electroporacion, los animales fueron anestesiados y se
procedio a la extraccion de los tumores para la obtencion de los homogenatos y las
fracciones mitocondrial y nuclear. Como puede observarse en la Figura 53A, los niveles
en la expresion de Trx1 y 2 disminuyeron en los homogenatos de tumores que habian
sido electroporados con los vectores conteniendo el siRNA de Trxl y 2
respectivamente. Para evaluar la influencia del estado redox in vivoen los tumores sobre
la activacion de Aktl, se analizé el nivel de fosforilacion de la kinasa en los

compartimientos nuclear y mitocondrial en las condiciones determinadas anteriormente.
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De esta forma, se observd que al disminuir los niveles de Trx2 en los tumores, P-Aktl

473

Ser”’” aumentd en la mitocondria en detrimento de la translocacion al nucleo (Figura

53B) mientras que en los tumores cuyo estado redox era bajo (T + vector vacio) P-Aktl

473

Ser’™” se encontr6 predominantemente en el nucleo. Por otro lado, segun puede

308 se encuentro aumentado

observarse en el panel inferior de la Figura 52B, P-Aktl Thr
en los tumores sin siRNA Trx2 de la fraccion mitocondrial respecto de aquellos
electroporados con dicha construccion, indicando la completa activacion de la kinasa y
su posterior translocacion al nucleo. Estos resultados preliminares indican que el estado
redox produce efectos celulares diferenciales de acuerdo a la completa activacion de
Aktl y que cambios en el estado redox por una disminucidn en la sintesis de Trx son

capaces de revertir el destino celular a través de la regulacion en los niveles de

fosforilacion de Aktl.

A. Homogenatos PM (kDa)
Trxl o L 12
Trx2 L — 12

B-actina — - |— 42

T + vector T + siRNA
vacio

B.
Mitocondria Nicleo
P-Aktl Ser473 —— “ — 60
P-Akt1 Thr3os h | —— h— - — 60
T + vector T + siRNA T + vector T + siRNA
vacio Trx2 vacio Trx2

Figura 53. El silenciamiento de Trx determina el estado de fosforilacion de Aktl y
su localizacion subcelular. (A) Los homogenatos obtenidos de los tumores
electroporados con vector vacio (T + vector vacio) o electroporados con siRNA de
Trx1 o 2 (T + siRNA) fueron preparados para correr en un SDS-PAGE utilizando
anticuerpos anti-Trxl y Trx2. (B) El estado de fosforilacion de Aktl en las
fracciones nuclear y mitocondrial fue evaluado en las mismas condiciones
mencionadas en (A).
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Numerosos estudios filogenéticos han demostrado que la evolucion de las
mitocondrias ha ocurrido en paralelo con la maduracion de las kinasas implicadas en el
crecimiento y en el tamafio final de los organismos superiores. En los ultimos afios,
diferentes reportes confirmaron que las MAPKs, Akt, PKA y PKC estan presentes en la
mitocondria, particularmente en el espacio intermembrana, donde son capaces de unirse
a sus kinasas activadoras (Bijur y Jope, 2003; Galli y col., 2008; Antico Arciuch y col.,
2009). Alrededor de dos billones de afios atras, luego de la incorporacion de las
eubacterias y el establecimiento de una relacion endosimbionte, las células adquirieron
la capacidad de sobrevivir en un nuevo ambiente aerdbico (Green y Reed, 1998). Las
mitocondrias proveen la mayor cantidad de energia a las células, como centros clave en
el metabolismo oxidativo de eucariotas, sosteniendo la viabilidad y funciones celulares.
Esta ampliamente establecido que las mitocondrias no son exclusivamente productoras
de ATP sino que ademads participan en eventos regulatorios y de sefalizacion,
respondiendo a las multiples contribuciones fisioldgicas y regulando la proliferacion y
muerte celular. Dichas organelas sensan e integran sefales de proteinas translocadas asi
como también flujos de Ca®" (Goldenthal y Marin-Garcia, 2004). Los resultados
presentados en esta Tesis demuestran que la mitocondria integra un ciclo
tricompartamental que permite a Aktl y ERKI1/2 ser oxidadas como mecanismo
postraduccional y modular, de esta forma, su grado de fosforilacion y como
consecuencia su reditribucion subcelular, mediando asi el destino final de la célula.

La modulacion redox del destino celular en la linea NIH/3T3 involucra la
translocacion de Aktl a la mitocondria. Este hecho define una dinamica celular de Aktl
mediada por caminos de sefnalizacion definidos por tres compartimientos: mitocondria
<> citosol < nucleo, con efectos adicionales sobre la progresion del ciclo celular y la
apoptosis. El grupo de Nogueira y colaboradores describi6 una conexion entre Aktl y la
mitocondria en células MEFs donde la transfeccion con la variante miristoilada de Aktl
(Aktlmyr) incrementaba la tasa respiratoria y provocaba un aumento en la fluorescencia

de DCFH-DA debido a un aumento en la produccion de oxidantes (Nogueira y col.,
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2008). En estas condiciones, la inhibicion de Aktl con la asociacion de rapamicina-
PEITC (fenetil isotiocianato) reveld un cambio celular que gatillaba la apoptosis.

Las bases para la activacion de Aktl ante bajas concentraciones de H,O; se
sustentan en la bifosforilacién eficiente y secuencial en Ser'” y Thr’”. El estimulo
redox bajo actiia incrementando la disponibilidad mitocondrial de la wvariante
monofosforilada, P-Aktl Ser'”? , la cual depende de la activacién extramitocondrial de
mTORC?2 por PI3K (Ikenoue y col., 2008). La expresion de mTORC2 es bastante rara
en la mitocondria y de esta forma, Akt Ser'” es fosforilada principalmente fuera de las
organelas. Recientemente, Alessi y colaboradores han reportado una fosforilacion
adicional por mTORC2 en Akt Thr*® que protege al dominio hidrofébico de la
desfosforilacion y aumenta la estabilidad de P-Aktl Ser'” (Alessi y col., 2009). La
actividad de mTORC?2 se encuentra asociada en este trabajo a una rapida entrada de P-
Aktl Ser*” a la mitocondria con una posterior salida de la variante bifosforilada P-Akt1
Ser*”/Thr'® hacia el nicleo. Mas aun, Aktl no fosforilada no es capaz de entrar a las
mitocondrias aisladas (Figura 41A y C) y por el contrario, P-Aktl Ser'”
monofosforilada es translocada facilmente a las organelas ex vivoy se encuentra al cabo
de unos pocos minutos en el sobrenadante con la adquisicion de la segunda fosforilacion
(Figura 41A, B y C). En las células normales, la disponibilidad mitocondrial de P-Aktl

473
Ser

estd modulada también por la actividad de la fosfatasa de PI3K, PTEN. Cabe
destacar, que PTEN es inactivada reversiblemente en las células NIH/3T3 a 50-100 uM
H,0,, a través de la oxidacion de la Cys'** (Kwon y col., 2004).

Bajo la estimulacion hormonal, Bijur y Jope describieron cinéticas similares para
la distribucion subcelular de Akt al reportar una rapida translocacion inducida por
insulina de P-Akt Ser'” a mitocondrias energizadas de células SKYH. Los autores
identificaron varias proteinas blanco que eran fosforiladas por Akt, incluyendo GSK-3
a/B y una de las subunidades de la ATP sintasa (Bijur y Jope, 2003). Nuestro grupo ha
reportado una translocacion similar de Akt2 a la mitocondria por la estimulacion con
insulina cuyo efecto final provocaba la fosforilacion de la oxido nitrico sintasa
mitocondrial (mtNOS) y GSK-3 a/B, con cambios significativos en el metabolismo de la
glucosa (Finocchietto y col., 2008).

Contrariamente, concentraciones altas de H,O, resultaron en la disrupcion de la

308

segunda fosforilacion de Aktl en Thr™™ en la mitocondria y la acumulaciéon consecuente
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de P-Aktl Ser'” monofosforilada con baja actividad en las organelas. La respuesta
apoptotica en condiciones redox elevadas es compleja e involucra tanto la activacion de
caminos proapoptdticos (pérdida del potencial de membrana mitocondrial y liberacion
de citocromo c, Figura 31B, 32 y Tabla 3) como la pérdida de la represion de la
apoptosis (sefales de supervivencia) debido a la accion de Aktl (activacion o inhibicion
de Bcl-xp en los diferentes estados redox, Figura 31B). Esta claro que la multiplicidad
de mecanismos redox que disparan la apoptosis por la via mitocondrial esta centrada en
los efectos inhibitorios débiles de Akt monofosforilada en las organelas;
independientemente de la concentraciéon de H,0,, el porcentaje de apoptosis se
incremento con la inhibicion de la via PI3K/Akt (Figura 30B). Consecuentemente, un
incremento marcado en la actividad de GSK-3 o/f debido a la pobre activacion de Aktl
(Figura 36A) contribuy6 a la apoptosis en las células NIH/3T3 (Figuras 31A, By 32); la
actividad proapoptotica de GSK-3 a/B es abolida por la fosforilacion en la Ser” y Ser’,
principalmente catalizadas por Akt en la mitocondria (Ohori y col., 2008). Por otra
parte, la prevencion de la apoptosis inducida por staurosporina y mediada por Akt
constituye un mecanismo protector que involucra la activacion de Bcl-xp y
reciprocamente, esta proteina promueve o restaura la actividad de Aktl (Wang y col.,
2008). Los efectos antitumorales de la rapamicina se deben a la disrupcion de Akt y a la
disminuciéon de Bcl-xp. La inhibicion de la via de mTOR-p70S6 y de Aktl por
rapamicina impide dramaticamente la transformacion de las células NIH/3T3 que
sobreexpresan constitutivamente la variante constitutivamente activa Aktl-myr (células
3T3-Aktl) o Akt2-myr (células 3T3-Akt2, Liu y col., 2004).

La segunda fosforilacion de Aktl en Thr'™® es requerida para sostener un trafico
significativo de Aktl mitocondrial al nucleo. La mutante Aktl T308A estd muy limitada
en su entrada al nucleo y la variante precursora monofosforilada P-Aktl Ser'” se
acumula en la mitocondria simulando de esta forma los efectos de la alta concentracion
de H,0,. La fosforilacion en Thr'®® es dependiente de PDK1 (Toker y Newton, 2000) y
completa los efectos iniciales de mTORC2. La fosforilacion secuencial de Ser'” y
Thr’® ha sido previamente reportada in vivo (Sarbassov y col., 2005); la disrupcién de
PDK1 reduce la fosforilacion de Thr'®® in vivo, y los ratones deficientes en PDK1 son

considerablemente mas pequefios que los animales Wt (Bayascas y col., 2008).
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Nosotros demostramos en esta Tesis que PDK1 se une a P-Aktl Ser*”

en la
membrana mitocondrial externa y en el espacio intermembrana y que PDKI1 esta
constitutivamente activa (P-PDK1) en esta localizacion. Estudios previos en las células
NIH/3T3 proponen que PDKI1 estd permanentemente acomplejado con Akt por el
dominio PH en un estado conformacional inactivo que puede ser convertido a un estado
activo por factores de crecimiento o, hipotéticamente, por el estado redox (Calleja y
col., 2007). Adicionalmente, y guiado por los dominios PH, Aktl y PDK1 migran a la
membrana plasmatica donde la actividad de PDK1 se incrementa marcadamente por los
fosfatidilinositoles; Filippa y colaboradores postularon que P-PDKI1 es la proteina
encargada de reclutar a Aktl hacia la membrana plasmatica (Filippa y col., 2000).
Resulta interesante destacar que el grupo de Connor y colaboradores ha demostrado que
la membrana mitocondrial contiene fosfatidilinositoles asi como también que las
alteraciones en el estado estacionario en la produccion de HO, modulan el estado redox
de PTEN (Connor y col., 2005). La cantidad alternativa de Aktl o de Aktl-PDK1
migrando hacia las membranas mitocondrial o plasmatica deberia depender del estimulo
(H20, producido en la mitocondria o factores de crecimiento actuando sobre los
receptores tirosin-kinasas de la membrana plasmatica) y bajo ciertas circunstancias, el
complejo Aktl1-PDK1 podria ser particionado entre las dos membranas para lograr
efectos cooperativos. Sin embargo, en este trabajo, las preparaciones de membrana
plasmatica obtenidas de células NIH/3T3 que carecen de mitocondrias contienen P-
PDKI pero son incapaces de fosforilar eficientemente a Aktl en Thr'®® (Figura 42A y
B).

La modulacion del bindingde Aktl a PDK1 depende de la oxidacion de tioles de

citeinas especificas (Tabla 5). En ausencia del estimulo de H,O,, la Cys®'°

(adyacente a
la Thr’'® en el loop catalitico) fue oxidada basalmente a acido sulfénico (-SO’), una
modificacion que fue también observada a concentraciones de HO, muy bajas. En este
contexto, nosotros hipotetizamos que un puente disulfuro podria estabilizar la

interaccion Aktl1-PDK1 favoreciendo de esta forma, la fosforilacion en Thr'®®

a bajas
concentraciones de H,O,. Por otra parte, como ocurre en las peroxirredoxinas, una
reaccion de ATP con Cys-SO™ formaria un fosforiltiol que podria finalmente transferir el

308

grupo fosfato a la Thr”™" (Aran y col., 2008). Por el contrario, niveles moderados a altos

de H,0, causaron una oxidacion fuerte de la Cys® y Cys®' a acido sulfénico (-SO3%).
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En este caso, las cargas negativas provocaron una disrupcion del acercamiento de PDK1
al dominio PH de Aktl y el avance del ATP* cargado negativamente hacia la Thr'®®. En
concordancia, la mutacion C310A en Aktl inhibe su actividad catalitica, un efecto
obtenido también por la suplementacion con lactoquinomicina, que actua sobre el grupo
Cys’!'’-S™ (Toral-Barza y col., 2007).

La contribucion mitocondrial a la proliferacion y la apoptosis ha sido revelada
en la altima década. Como hemos demostrado aqui, la modulacion redox del destino
celular involucra la sefalizacion intramitocondrial de Aktl. Este aporte es comprendido
sobre las siguientes bases: a) las mitocondrias son las organelas que utilizan mas
oxigeno y las que producen mas oxidantes como el H,O;; b) la doble fosforilacion de
las kinasas puede representar un control cooperativo de la activacion en la modulacion
redox del metabolismo. De esta forma, se puede concluir que la fosforilacién de Akt en
la mitocondria no es s6lo un simple paso en la activaciéon de la kinasa, sino que
constituye una modalidad en la cual las células seleccionan predominantemente la via
mitocondrial apoptdtica o el camino nuclear proliferativo (Figura 43).

Asimismo, en esta Tesis hemos explorado los mecanismos que subyacen la
proliferacion y el arresto celular en la linea LPO7 por la regulacion redox de ERK1/2 en
la mitocondria, otra de las principales kinasas involucradas en la progresion del ciclo
celular junto con Aktl. Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado la
conexion mecanistica entre la disfuncion mitocondrial en células tumorales y el efecto
del H,O,. Asimismo, estos estudios han demostrado que bajas concentraciones de H,O,
(1 uM) provocan un aumento en la proliferacion de manera ERK1/2-dependiente,
mientras que altas concentraciones (50 uM) provocan un arresto del ciclo celular con
activacion de p38 y JNK1/2 (Galli y col., 2008). En este modelo demostramos por
primera vez que la modulacion de la interaccion de las MAPKs con sus kinasas rio
arriba reside en la oxidacion de cisteinas inmersas en dominios conservados de MAPKs
(Tabla 6y 7).

Un hallazgo remarcable es que la activacion selectiva de ERK1/2 esta basada en
la sensibilidad diferencial a los oxidantes, particularmente al H,O,. Ademas, un binding
eficiente de ERK2 a MEK1/2 es llevado a cabo por la oxidacion de dos de los cinco
tioles de cisteinas de ERK2, Cys™ y Cys*'*, a acido sulfinico (-SO,H) y sulfonico (-

SO;H) a muy bajas concentraciones de H,O,. Resulta interesante destacar que las Cys™®
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y Cys*'* no son oxidadas a alta concentracién de H,0,. Es notable que la Cys*' de
JNK2, homéloga a la Cys®® de ERK2, fue sensible a la oxidacion, mientras que la
Cys*" de INK2, homologa a la Cys*'* de ERK2 no fue oxidada a ningan nivel de H,0s.
Por otra parte, la Cys'® de p38, homologa a la perteneciente a un dominio docking
alternativo de ERK1/2 de rata, fue oxidada a -SOs;H solo a altas concentraciones de
H,0; (20 uM). La oxidacion de las cisteinas de ERK2 por H,O; ocurre fuera de su sitio
catalitico, incrementa la interaccion con MEK1/2 de tres a cuatro veces, modula su
actividad (Galli y col., 2008) y muy importante, no ocurre a cualquier concentracion de
H,0,, sino que solo puede llevarse a cabo a un bajo nivel de oxidante (Tabla 6). Las
modificaciones postraduccionales en cisteinas parecen ser criticas para la via de
activacion de ERK y la redistribucion de la kinasa, y eventualmente, para el destino
celular. La mutacion de la Cys*'* por Ala provoco la acumulacion de ERK2 y MEK 1/2
en la mitocondria, también observada a altas concentraciones de H,O, (Figura 45). La
modulacion de la actividad enzimatica por la oxidacion de cisteinas a acido sulfénico ha
sido reportada por Yang y colaboradores que han demostrado que la oxidacion de tioles
participa en el mecanismo catalitico de las isoformas I-VI de peroxirredoxinas, que
reducen el H,0, formando disulfuro (Yang y col., 2002) y acido sulfénico (en la Cys’'
de la isoforma de mamiferos, Jacob y col., 2006). Las peroxirredoxinas son ademas
oxidadas a acido sulfinico e inactivadas (Woo y col., 2003), al igual que la MAPK
fosfatasa-3 (Seth y Rudolph, 2006) y la fosfatasa-1B (Van Montfort y col., 2003). La
oxidacién a acido sulfinico de la cisteina de las peroxirredoxinas puede ser reducida
nuevamente por las sulfirredoxinas dependientes de ATP (Biteau y col., 2003) o por las
sestrinas-Hi95 o sestrina2 (Budanov y col., 2004). Todos estos datos en conjunto
apoyan la nocion de la oxidacion de cisteinas como un mecanismo regulatorio de la
actividad de proteinas por la oxidacion reversible de cisteinas.

Los dominios que rodean las cisteinas susceptibles a la oxidacion en las enzimas

. . . +6 +11
mencionadas anteriormente comparten un residuo Arg (CyS a Cys

, Jeong y col.,
2006) también presente en las MAPKs. La oxidacion de tioles requiere un pk, bajo para
el grupo cisteina (Kim y col., 2000). Cuando la Arg se posiciona sobre el sitio Cys™* o
Cys™, este aminoacido colabora con la disminucion del pk, por debajo de 5.8 (el pk,
normal de la Cys es 8.5), para disociar Cys-SH hacia el tiolato (Cys-S’) a un pH

fisiologico, y para estabilizar la oxidacion a 4cido sulfinico. Como la mutacién de la
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Cys*' a 4cido glutdamico favorece la interaccion ERK-MEK (Figura 45B), las cargas
negativas deben estar involucradas en dicha interaccion y por lo tanto, postulamos que
la oxidacion de la cisteina introduce cargas negativas con un pk, muy bajo (<2) que
permite que la interaccion ocurra. Una idea atractiva es que las cisteinas cargadas guian
a MEK u otros ligandos mientras “caminan” a través de las argininas hacia el Asp®'®y
Asp>"” (Figura 51A y B), los dos residuos acidicos esenciales de ERK2 que integran el
dominio D para la unién con sus ligandos (Adachi y col., 2000). Las cargas negativas de
162

la Cys
la Arg'™ de MKK3 (Heo y col., 2004). Con respecto a JNK, el mecanismo probable de

de p38 pueden ser atraidas hacia las argininas de los ligandos rio arriba, como

bindingredox es controversial, ya que la oxidacion procede en varios dominios cisteina.
Este hecho discute la posibilidad que la oxidacion de multiples cisteinas puedan
estabilizar las interacciones hidrofobicas involucradas en la capacidad de unién a
proteinas y ademas sugiere que existiria mas de un modelo de regulacion por oxidacion
para los distintos sistemas bioldgicos y vias de sefializacion.

Nuestro grupo ha demostrado que la disfuncién mitocondrial estd asociada con
un rendimiento bajo de H,O, y un estado de proliferacion persistente en células
embrionarias y transformadas (Galli y col.,, 2003). Estos efectos implican que la
disrupcion de la sefializacion intramitocondrial en la activacion de las kinasas podria
conducir a la proliferacion persistente y el cancer o a la muerte celular prematura.
Nosotros concluimos que la proliferacion, tanto en las células NIH/3T3 (normales)
como en las LP0O7 (tumorales), depende de la oxidacion sostenida de tioles de cisteinas
especificas de Aktl y ERK2 respectivamente en niveles bajos de H;O,. Si las
mitocondrias disfuncionales son incapaces de incrementar el nivel oxidativo en la célula
(Galli y col., 2003), no pueden contribuir al arresto del ciclo celular o gatillar la

% en p38 o por el impedimento de la

apoptosis ya sea por la oxidacion de la Cys'®
oxidacion de Cys®® y Cys®'* en ERK2 en las células LPO7 o por la oxidacién de la Cys®
y Cys’'® de Aktl en las células NIH/3T3, y de esta forma, conducir a una division
celular descontrolada y en tltima instancia, al cancer.

En los ultimos estudios se determind la modulacion que ejerce Trx sobre el
destino celular en términos de proliferacion y nivel de oxidantes. Segin se pudo

demostrar, la sobreexpresion de Trx1 y 2 es capaz de revertir el efecto antiproliferativo

de las condiciones redox elevadas. Al analizar el efecto provocado sobre el eje de las
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kinasas evaluado mediante estudios in vivo utilizando tumores desarrollados en ratones
Balb/c, se manifestdé una activacion diferencial de Aktl (Figura 52B). Los resultados
obtenidos indican que al revertir la baja condicion redox proliferante utilizando siRNA
para Trx2, P-Aktl Ser*”* aumenta en la mitocondria en detrimento de la translocacién al
nucleo, mientras que en los tumores que exhiben bajo H,O, P-Aktl Ser*” se encuentra
predominantemente en el nucleo. Por otra parte, la fosforilacién en Thr’® se encuentra
aumentada en los tumores sin siRNA Trx2 en la fracciéon mitocondrial respecto de
aquellos electroporados con dicha construccion, sugiriendo la completa activacion de la
kinasa y su posterior translocacion al nticleo.

De esta forma en este trabajo de Tesis se desarrolla notablemente el concepto de
evolucion de transduccion de sefiales a partir de la nocidn lineal original en la cual un
unico estimulo evocaba una simple respuesta via la accion de un solo transductor. Por el
contrario, se ha demostrado que en los sistemas celulares existe un elevado nivel de
integracion de sefiales a través de proteinas que son reguladas por medio de cambios
conformacionales, eventos de translocacion (a la mitocondria) y modificaciones
postraduccionales anexas a la fosforilacion (como la oxidacion) que subyacen las
respuestas de sefializacion estimulo-especificas.

La contribucion mitocondrial a la activacion de las kinasas abre un nuevo campo
en el balance entre proliferacion celular y apoptosis. Como la disrupcion entre la
proliferacion y muerte celular constituye un tema central de la tumorigénesis, el
conocimiento de este mecanismo aporta puntos claves para la comprension y la

terapéutica del cancer.
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Conclusiones

1. Los resultados presentados en esta Tesis demuestran que la mitocondria
integra un ciclo tricompartamental que permite a Aktl y ERK1/2 ser oxidadas como
mecanismo postraduccional y modular de esta forma su grado de fosforilacion y como
consecuencia su redistribucion subcelular, mediando de esta manera el destino final de
la célula.

2. La contribucién mitocondrial a la activacion de las kinasas abre un nuevo
campo en el balance entre proliferacion celular y apoptosis. Como la disrupcion entre la
proliferacion y muerte celular constituye un tema central de la tumorigénesis, el
conocimiento de este mecanismo aporta puntos claves para la comprension y la
terapéutica del cancer.

3. La modulacion redox del destino celular en la linea NIH/3T3 involucra la
translocacion de Aktl a la mitocondria. Este hecho define una dinamica celular de Aktl
mediada por caminos de sefalizacion definidos por tres compartimientos: mitocondria
> citosol < nucleo, con efectos adicionales sobre la progresion del ciclo celular y la
apoptosis.

4. Los resultados de la presente Tesis demuestran que Aktl inactiva no
puede translocar a mitocondrias aisladas y energizadas (Figura 41A y C). Por el

473

contrario, P-Aktl Ser’’” transloca muy rapido a la organela a una tasa relativa de 1.2

pg/min.ug proteina. A los 50 minutos se observoé un completo decaimiento de P-Aktl

Ser473

en las organelas aisladas indicando un flujo reverso de la kinasa entre los dos
compartimientos. Asimismo, al analizar si P-Akt] Ser*” habia sido modificada luego de
entrar en las mitocondrias aisladas, se comprob6 que la kinasa monofosforilada habia

adquirido la segunda fosforilacion en Thr’™®

, y de esta forma, se convertia en la variante
completamente activa de la kinasa.

5. Estos resultados demuestran que las membranas plasmatica y
mitocondrial cooperan para la activacion completa de Aktl en las células NIH/3T3 y
confirman que la fosforilacion en Ser'” catalizada por mTORC2 en la membrana

308

plasmatica es un prerrequisito para que la fosforilacion en Thr™ ocurra en las

mitocondrias.
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6. Considerando las condiciones experimentales como un modelo tri-
compartimental (mitocondria, citosol y nicleo) se observo en la linea celular LP07 que
las diferentes respuestas frente al estado redox respondian a un trafico preferencial de
MAPKSs a la mitocondria, en donde una activacion selectiva de ERK1/2 o p38-JNK1/2
(colocalizadas con sus kinasas rio arriba) facilitaba su pasaje al nucleo

7. El mecanismo mitocondrial de activaciéon de kinasas se realiza en el
espacio intermembrana, un organo efectivo en el “sensing” de cambios redox
subsecuentes a la limitacion de la transferencia de electrones en los complejos Iy I11.

8. Estos mecanismos implican la oxidacion de cisteinas especificas que
producen cambios conformacionales o efectos electrostaticos que favorecen o retardan
las interacciones con las kinasas rio arriba que son constitutivas en las mitocondrias.

9. En el caso de Aktl y en concentraciones limitadas de H,O, solamente la

% a solo 5 A) es oxidada a acido sulfénico

Cys’'’ (que se encuentra adyacente a Thr
(Cys-SOH). Al utilizar concentraciones crecientes de H,O», la Cys®'® permanecio en
parte como acido sulfénico (Cys-SOH) y parte oxidada mas atn a acido sulfénico o
cisteico (Cys-SOsH). A 1 uM H,0; la Cys®' se vi6 siempre modificada a 4cido cisteico.
En el caso de ERK2 luego del tratamiento con concentraciones bajas de H,O; (0.1 pM),
los grupos tioles de las Cys®® y Cys*'* fueron oxidados a 4cido sulfinico (Cys-SO,H) y
sulfonico (Cys-SO3H). Por el contrario, no se observé oxidacion de ninguna cisteina
luego del tratamiento con concentraciones mas altas de H,O».

10.  El aumento del potencial redox en el espacio intermembrana promueve
en cambio respuestas diferentes para Aktl y ERK2. Aktl es completamente oxidado a
acido sulfonico y se inhibe la asociacion a P-PDK1 y en cambio, ERK1/2 pierde la
oxidacién de Cys*™*y deja de ser reconocido por MEK1/2. Ambos efectos resultan en
acumulacién intramitocondrial de kinasas y en efectos intramitocondriales que
conducen al arresto celular y/o a la apoptosis. Por ejemplo, Aktl no puede fosforilar a
BAD o Bcl-xp y la via intrinseca de apoptosis es activada.

11.  Considerando que las mitocondrias tumorales son disfuncionales, el
déficit de actividad junto con el dafio al ADNmt impiden la produccioén de suficiente
H,0, mitocondrial para arrestar el ciclo e iniciar la muerte celular programada y en
entonces, en reciprocidad con los tejidos embrionarios se mantiene una tasa de elevada

proliferacion celular.
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Discusion

12. La disminucion o aumento de la actividad antioxidante puede
condicionar el mecanismo redox de sefializacion mitocondrial. En el presente trabajo, la
sobreexpresion de Trxl y 2, disminuye H,O, y se mantiene el nivel mas bajo de
oxidacion de kinasas, que asi se tornan activadas en forma muy prologada.

13.  Este proceso de sefializacion mitocondrial se ve afectado in vivo por la
modulacion del estado redox usando siRNA para Trx1 y 2 en tumores desarrollados en
ratones de la cepa BALB/c.

14.  Los datos presentados tienen potencial significacion en la modulacion del
ciclo celular con especial referencia a la reparacion tisular y la expresion y proliferacion

de tumores.

Direcciones futuras

Esta Tesis presenta la contribuciéon mitocondrial en la activacion de las kinasas
como un nuevo concepto en el balance entre proliferacion celular y apoptosis. Como la
disrupcion entre la proliferacion y muerte celular constituye un tema central de la
tumorigénesis, el conocimiento de este mecanismo aporta puntos claves para el
conocimiento y el tratamiento del cancer. Por otro lado, la translocacion de las kinasas a
la mitocondria no sélo representa un mecanismo de regulacion en la disponibilidad
celular de dichas enzimas sino que podrian estar implicadas en la modulacion de
numerosos sustratos mitocondriales en diversas situaciones fisioldgicas y patoldgicas.

El estudio del proceso de translocacion es esencial para comprender y desarrollar
modelos mas precisos de los procesos moleculares involucrados. Para ello se prevee: 1)
estudiar el mecanismo de translocacion de Aktl y ERK1/2 en relacion a transportadores
especificos; 2) estudiar los cambios conformacionales determinados por la oxidacion de
las cisteinas por cristalografia o espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(NMR); 3) estudiar la participacion mitocondrial en la bifosforilacion de ERK1/2; y 4)
estudiar el mecanismo tricompartamental en concentracion persistentemente reducida de

H,0; en la condicion de sobreexpresion de Trx (utilizando ratones knock inpara Trx).
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Algunos de los resultados presentados eesta Tesis merecieron los siguientes

premios:

“Young Investigator Award” en el IV Meeting of the South American Group of the

Society for Free Radical Biology and Medicie, Aguas de Lindoia, SP, Brazil, en
2005.

“Role of Akt in prdiferation mechanism dependent on redox statatico Arciuch VG,
Galli S, Franco MC, Carreras MC, Poderoso JJ.

“Young Investigator Award” en el 15" Annual Meeting of the Society for Free
Radical Biology and Medicine, Indianapolis, USA, en 2008.

“The redox modulation of Al activation in mitochondria Antico Arciuch VG, Galli
S, Carreras MC, Poderoso JJ.

“Young Investigator Award” en el Annual Meeting of the Society for Free
Radicals Research Europe, Rome, Italy, en 2009.

“Cell cycle progression depends on redox modulation of Aktl activation in
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