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1. INTRODUCCION

L1 AFOFTO9IS

La apoptosis o “muerte celular programada”, es un mecanismo tipico de
organismos pluricelulares que implica la destruccion controlada de las estructuras de la
célula que acaba con la integridad celular, y que resulta muy diferente a priori de otros
tipos de muerte celular. Se caracteriza por una variedad de sucesos morfoldgicos y
bioquimicos, que incluyen condensacion de la cromatina, fragmentacion del ADN,
desintegraciéon de la membrana plasmatica, con externalizacion de fosfatidil serina
(Wyllie, 1980).

La clasificacion de los distintos tipos de muerte celular resulta problematica, ya que
es normal encontrarse células que presentan estados intermedios que resultan ambiguos.
No obstante, se puede diferenciar los procesos de apoptosis y los de necrosis gracias a

varios rasgos especificos (Tabla I).

Caracteristica Apoptosis Necrosis
Resulta incontrolable NO SI
Se produce rotura de membrana NO SI
Existe respuesta inflamatoria NO SI
Existe desequilibrio i6nico SI SI
Activacion de proteinas especificas SI NO
Tipico de procesos de desarrollo SI NO
Presencia de cuerpos apoptoticos SI NO

Tabla I: Rasgos diferenciales entre la apoptosis y la necrosis.

111  “Evolucién histbérica

El cientifico aleman Carl Vogt fue el primero en describir el principio de apoptosis
en 1842. En 1885, Walther Flemming realizé una descripcion mas precisa del proceso

de la muerte celular programada. Sin embargo, no fue hasta 1965 cuando este tema
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resurgid. Mientras estudiaba tejidos usando microscopia electrénica, John Foxton Ross

Kerr en la Universidad de Queensland fue capaz de distinguir apoptosis de la muerte
celular por traumatismo (Kerr, 1965). Después de la publicacion de un articulo
describiendo el fenémeno, Kerr fue invitado a unirse a Alastair R Currie, asi como a
Andrew Wyllie, un alumno de Currie, en la Universidad de Aberdeen. En 1972, el trio
publicé un articulo en el “British Journal of Cancer” (Kerr y cols., 1972). Kerr habia
usado inicialmente el término de necrosis celular programada, pero en el articulo, el
proceso de muerte celular natural se llamd apoptosis. Kerr, Wyllie y Currie
agradecieron a James Cormack, profesor de griego en la Universidad de Aberdeen, por
sugerir el término apoptosis. Kerr recibid el “Paul Ehrlich and Ludwig Darmstaedter
Prize” el 14 de marzo del 2000 por su descripcion de la apoptosis. Compartio6 el premio
con el bidlogo de Boston Robert Horvitz (O’Rourke y Ellem, 2000). El Premio Nobel
en Medicina del 2002 fue otorgado a Sydney Brenner, Horvitz y John E. Sulston por sus
trabajos sobre apoptosis.

En griego clésico, apoptosis significa la “caida” de los pétalos u hojas de las plantas
y los arboles. Cormack reintrodujo el término para uso médico como si hubiera tenido
dicho significado para los griegos dos mil afios atras. Hipocrates usé el término para
senalar la pérdida oOsea. Galen extendid este significado a la “caida de postillas”.
Todavia hoy hay dudas sobre cudl seria la correcta pronunciacion en griego.

En el articulo original de Kerr, Wyllie y Currie, hay un pie de pagina que habla

sobre la pronunciacion (Kerr y cols., 1972):

"We are most grateful to Professor James Cormack of the Department of Greek,
University of Aberdeen, for suggesting this term. The word "apoptosis" (awomtwaoig) is
used in Greek to describe the "dropping off” or "falling off" of petals from flowers, or
leaves from trees. To show the derivation clearly, we propose that the stress should be
on the penultimate syllable, the second half of the word being pronounced like "ptosis"”
(with the "p" silent), which comes from the same root "to fall", and is already used to

describe the drooping of the upper eyelid.”
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Con el analisis genético de la apoptosis en el nematodo Caenorhabditis elegans,

llevado a cabo por el grupo de Horvitz, comenzd la investigacion sobre el mecanismo
de apoptosis y se descubrid que los tres genes mas importantes eran ced-3, ced-4 y ced-
9. Ced-3 y ced-4 aceleran el proceso de apoptosis, mientras que ced-9 previene su curso
(Hengartner y Horvitz, 1994). Posteriormente se publicé que una familia de cistein-
proteasas con especificidad por residuos de acido aspartico eran los homologos en
mamiferos de ced-3, las denominadas caspasas. La caspasa-3, un miembro de la familia
de las caspasas, estd activa en la apoptosis de multitud de células, y siempre juega un
papel importante en la via de sefializacion de apoptosis (Yuan y cols.,1993; Alnemri y
cols.,1996).

La apoptosis es un programa de muerte celular de multiples pasos y multiples vias
que es inherente a todas las células del cuerpo. Con el cancer, el cociente entre
apoptosis 'y division celular sufre alteraciones. El tratamiento de cancer por
quimioterapia y radioterapia destruye las células diana basicamente induciendo
apoptosis. La apoptosis es esencial para que se produzca un desarrollo normal y la
desregulacion de este proceso puede conducir a una variedad de defectos que son letales
en embriones, perturbacion especifica de tejidos y una alta susceptibilidad al cancer.
Aunque extensos estudios bioquimicos y morfoloégicos han revelado diferentes
mecanismos involucrados en el desarrollo de la apoptosis, los eventos clave que
subyacen a la induccion de apoptosis permanecen desconocidos. Numerosos genes que
codifican productos reguladores de la apoptosis estan altamente conservados a través de
la evolucion, aportando la prueba de que el mecanismo de apoptosis y su regulacion es
una propiedad fundamental de las células eucaridticas en animales, plantas y levaduras
(Trubiani y cols., 2005). Por ejemplo, la diferenciacion de los dedos de la mano y del
pie en un embrién humano en desarrollo ocurre porque las células entre los dedos entran
en apoptosis; el resultado es que no tenemos los digitos palmeados.

Una célula inicia la sefializacidon apoptotica en respuesta a estrés, el cual puede
conducir al suicidio celular. La union de receptores nucleares por glucocorticoides,
calor, falta de nutrientes, infeccion virica, hipoxia y un incremento de la concentracion
del calcio intracelular (Mattson & Chan, 2003), por ejemplo, por dafio a la membrana,

puede conducir a la liberacién de sefiales apoptoéticas intracelulares debido a dafio
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celular. Una gama de componentes celulares, tales como la poli-ADP ribosa polimerasa,

podrian ayudar a regular la apoptosis (Chiarugi & Moskowitz, 2002).

Antes de que el proceso real de muerte celular sea desencadenado por enzimas, las
sefiales apoptdticas deben causar que las proteinas reguladoras inicien la via apoptotica.
Este paso permite a las sefiales apoptoticas causar muerte celular, o que el proceso se
detenga, si la célula ya no necesitase morir. Varias proteinas estan implicadas, pero se
han identificado dos métodos principales de regulacion: afectando la funcionalidad
mitocondrial, o directamente transduciendo la sefial via proteinas adaptadoras a los
mecanismos apoptoticos. Otra via extrinseca de iniciacion identificada en varios
estudios de toxinas es un incremento de la concentracion de calcio en la célula causada
por la actividad del fArmaco, el cual también puede causar apoptosis via calpainas.

Se pueden establecer tres estadios o eventos en el fendmeno apoptdtico: fase
inductora (genética: con la expresion descontrolada de genes, por ejemplo: p53); fase
efectora (donde entran en juego de manera muy activa las ROS) y fase degradativa (con
la produccién de cuerpos apoptoticos) (Mates, 1999). Estas fases de muerte celular,
pueden ser estimuladas por numerosos factores: hipertermia, radiacion ionizante,
agentes quimioterapéuticos y la ausencia de ciertos factores de crecimiento. Pero los
investigadores, en los ultimos afios, han llegado a la conclusion de que las ROS,
desencadenan sin lugar a dudas, sefiales que participan en la aparicion de fendmenos
apoptoticos (Park y cols., 2004).

Entre cincuenta mil y setenta mil millones de células mueren cada dia debido a
apoptosis de promedio en un humano adulto. Para un nifio de entre 8 y 14 afios, la
media es de aproximadamente veinte mil y treinta mil millones de células al dia.

La investigacion en torno a la apoptosis se ha incrementado sustancialmente desde
el principio de la década de los noventa. Ademas de su importancia como fendmeno
biologico, procesos defectivos de apoptosis estan implicados en una amplia variedad de
enfermedades. Un exceso de apoptosis causa atrofia, mientras que una cantidad

insuficiente de ella resulta en proliferacion celular incontrolada, como el cancer.
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112 Caspasas

Las caspasas son un grupo de proteasas citosolicas que reciben este nombre debido
a que todas tienen un grupo cisteina reducido en el centro activo; asi mismo, la mayoria
de ellas reconocen una secuencia de 4 aminoacidos (x-Glu-x-Asp) y cortan el enlace
peptidico del lado carboxilo de ese aspartico, lo cual ha permitido desarrollar
inhibidores especificos (Thornberry y cols., 1997); el otro aspecto que le da nombre es
el hecho de que son hidrolasas. De todo esto se extrac el nombre caspasa (Cisteina

ASPartico hidrolASA).

- Clasificacion de las caspasas

Desde un punto de vista funcional se clasifican en caspasas iniciadoras y caspasas
ejecutoras. Dentro de las caspasas iniciadoras estan la -2, -8, -9 y -10. Son
autoactivantes. Tienen un prodominio amino terminal, presentando dominios
estructurales similares. Estos pueden ser o dominios DED (Death Efector Domain) o
CARD (Caspase Recruiment Domain). Los receptores de muerte, tales como Fas
(también conocido como APO-1 o CD95) (Kischkel y cols., 1995) presentan dominios
como DED y CARD en su zona intracelular. Ciertas proteinas adaptadoras como Mot 1
anclan las caspasas a estos dominios y al receptor.

Entre las caspasas ejecutoras estan la -3, -6 y -7. Tienen un prodominio de 20-30
aminodcidos eliminados también por proteolisis sin dominios estructurales. La
proteolisis que las activan suele ser llevada a cabo por las caspasas iniciadoras. Todas
las caspasas son sintetizadas como cimoégenos (aunque se ha visto que la caspasa -8
tiene cierta actividad incluso antes de ser separada de su prodominio). Los motivos
CARD y DED son motivos de interaccion con los que se asocian proteinas adaptadoras
tales como Apaf-1, PIDD-cosoma, inflamosoma, FADD, etc.

Otra caspasa de mamiferos es la caspasa -14. En invertebrados estd Ced-1, Dcp-1y

Promo.
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- Mecanismos de activacion de caspasas

La activacion de las procaspasas implica el procesamiento proteolitico en los

residuos de 4cido aspartico que separan cada uno de estos tres dominios de la proenzima

con la finalidad de separarlos (Rotonda y cols., 1996). Tras la proteolisis se produce una

asociacion entre la subunidad grande y la pequefia para formar un heterodimero, y dos

heterodimeros se asocian para formar un tetrdmero con dos sitios cataliticos

independientes que unirdn y cortaran el sustrato (Figura 1) (Rotonda y cols., 1996).

Existen tres mecanismos generales de activacion de caspasas:

Activacion por otra caspasa. Todos los dominios derivan de la proenzima por
un corte en el residuo de acido aspartico, el sitio de consenso de las caspasas,
implicando que estas enzimas puedan autoactivarse o ser activadas por otras
caspasas como parte de una cascada de amplificacion. Esta estrategia es utilizada
para la activacion de las caspasas efectoras de prodominio corto (Salvesen &
Dixit, 1997).

Activacion inducida por proximidad. Este tipo de activacion requiere de
participacion de los receptores de muerte situados en la superficie de la
membrana plasmatica. Después de la activacion, estos receptores se agregan y
reclutan una serie de moléculas adaptadoras y a las procaspasas formando
complejos de sefializaciéon de induccion de muerte o DISC (death-inducing
signalling complex) (Wallach y cols, 1998; Abe y cols., 2000). En estas
condiciones se aumenta la concentracion local de estas procaspasas y su baja e
intrinseca actividad proteasa es suficiente para permitir que varias moléculas
inactivas se corten mutuamente y se activen unas a otras (Ashkenazi & Dixit,
1998; Boatright & Salvesen, 2003). Esta estrategia es utilizada para la
activacion de las procaspasas -8 y -10 durante el desarrollo de la apoptosis
extrinseca activada por los receptores de muerte que serd descrita con mas

detalle en posteriores apartados (Fan y cols., 2005).
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Figura 1. Activacion de las procaspasas. Las procaspasa contiene tres dominios: un prodominio, una
subunidad grande y otra pequeifia. La procaspasa es inactiva y una vez que sufre dos roturas proteoliticas
se separan las tres subunidades. La subunidad grande y la pequefia forman un heterodimero por union de
sus sitios activos. La union de dos heterodimeros para formar el heterotetramero activo tiene lugar entre

las dos subunidades pequeiias adyacentes rodeadas por las subunidades grandes.

e Asociacion con una subunidad reguladora. El mecanismo de activacion mas
complejo es el utilizado por la caspasa-9, que requiere de una molécula
reguladora Apaf-1 (Figura 2). Apaf-1 presenta 3 dominios funcionales: en el
extremo amino hay una secuencia CARD con una alta homologia a la secuencia
CARD de la caspasa-9, en la zona central presenta un dominio de union del
dATP y, finalmente, en el extremo carboxilo presenta el dominio WD-40, rico
en dobletes de residuos triptéfano y acido aspartico que se repiten 40 veces. Este
ultimo esta considerado como un dominio de unién proteina-proteina a través de
cual el citocromo c interacciona con Apaf-1 (Hu y cols., 1998). La unién del
citocromo ¢ y de la molécula de ATP facilita un cambio conformacional en la
estructura de Apaf-1 permitiendo que oligomerice con otras moléculas de Apaf-

1 y forme un heptamero, surgiendo una estructura denominada apoptosoma, que
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reclutara procaspasas-9 a través de interacciones entre los dominios CARD

presentes tanto en el Apaf-1 como en la procaspasa 9 (Jiang & Wang, 2000; Shi,
2002). La activacion de la procaspasa 9 dentro del apoptosoma se produce por
una proteolisis autocatalitica (Figura 2) (Fan y cols., 2001; Arnoult y cols.,
2003).

a8 union dATP 424 repeticiones WD-40 1248
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Figura 2. Formacion del apoptosoma. El Apaf-1, factor activador de proteasas apoptdticas, esta formado
por tres dominios: dominio CARD o de reclutamiento de caspasas, dominio de unién al dATP y dominio
Y de repeticiones WD-40. En condiciones normales se encuentra en el citosol en forma inerte. Una vez
recibidas por la célula las sefiales de muerte, el citocromo sale de la mitocondria. Al unirse el citocromo ¢
y el dATP a la molécula de Apaf- 1, ésta se activa y se abre dejando al exterior la superficie de
oligomerizacion. Varias unidades Apaf-1 se unen formando el apoptosoma dejando la zona CARD en el

centro que es donde va a unirse el prodominio N-terminal de las procaspasas-9 (Modificada de Cascales,
2003).

- Apoptosis independiente de caspasas

La caracterizacion de las caspasas permitié el desarrollo de inhibidores de caspasas
que pueden ser usados para determinar si un proceso celular implica la activacion de las
caspasas. Usando estos inhibidores se descubri6 que las células pueden morir mostrando
una morfologia similar a la apoptosis sin activacion caspasa. Estudios posteriores
relacionaron este fendmeno a la liberacion de AIF (apoptosis inducing factor) de la

mitocondria y su translocacion al nucleo mediada por su NLS (nuclear localization
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signal). Dentro de la mitocondria, el AIF estd anclado a la membrana interna. Para su

liberacion, dicha proteina debe ser cortada por una proteasa calpaina dependiente de

calcio (Rosado y cols., 2006).

11.8 “Proteinas de la familia “Bel-2

Bcl-2 es el miembro prototipo de una familia de proteinas que contienen al
menos una region de homologia Bcl-2 (BH). Esta familia de proteinas se divide en
proteinas multidominio antiapoptoticas (prototipos: Bel-2, Bcl-Xy), las cuales contienen
cuatro dominios BH (BH1234) los cuales corresponden al segmento a-hélice (Figura 3)
(Adams y Cory, 1998; Kelekar y Thompson, 1998); proteinas multidominio
(prototipos: Bax, Bak), que contienen tres dominios BH (BH 123); y proteinas
proapoptoticas BH3 (prototipos: Bid, Bad) (Letai y cols., 2002). El principal sitio de
accion de las proteinas tipo Bcl-2 es probablemente la membrana mitocondrial
(Kroemer y Reed, 2000).

En general, los miembros anti-apoptoticos muestran conservacion de secuencias
en sus cuatro dominios. Las moléculas pro-apoptoticas muestran frecuentemente menos
conservacion de secuencia del primer segmento a-helicoidal, BH4 (Korsmeyer y cols.,
2000).

Los miembros anti-apoptéticos son inicialmente proteinas integrales de
membrana que se encuentran en la mitocondria, reticulo endoplasmico o membrana
nuclear (Hockenberry y cols., 1990; Krajewski y cols., 1993; Zhu y cols., 1996).
Por el contrario, una sustancial parte de ciertos miembros pro-apoptoticos se localizan
en el citosol o el citoesqueleto previamente a la sefial de muerte (Hsu y cols., 1997).

Bajo ciertas circunstancias, estimulos proapoptoticos promueven una
sefalizacion de la via de transduccion de (AP)-1/p53; estas familias de factores de
transcripcion regulan el promotor de Bax, conduciendo a una apoptosis dependiente de
la sintesis de proteinas por incremento de los niveles de Bax y del cociente Bax/Bcl-2
(Roos & Kaina, 2006). Sin embargo, los estimulos apoptéticos tipicamente activan mas

que la regulacion de Bax. Bax estd presente en el citosol de las células viables,
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Figura 3: Indice de miembros pro-apoptoticos y anti-apoptoticos de la familia BCL-2. Se muestran las

regiones de homologia BCL-2 (BHI-4), asi como los dominios hidrofobicos carboxiloterminal

(TM).(Tomado de Korsmeyer y cols., 2000).

por chaperonas como la Ku/70 (Mancinelli y cols. 2006) y 14-3-3 (Nomura y cols.,
2003). Los estimulos apoptoticos liberan Bax a través de la acetilacion de Ku70 (Cohen
y cols., 2004) o la fosforilacién de la 14-3-3 dependiente de JNK (Tsuruta y cols.,
2004). La liberaciéon de Bax es necesaria pero no suficiente para la activacion, y se
requieren eventos especificos adicionales. Bax puede ser activada por varios estimulos,
a través de mecanismos especificos que estdn enfocados a diferentes dominios de la

proteina, y pueden llevar a diferentes resultados finales (Ghibelli & Diedrich, 2010).
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Se ha podido comprobar que los diferentes miembros de la familia Bcl-2 tienen

relacion con la homeostasis del Ca®" intracelular. Asi, Bcl-2 y otras proteinas anti-
apoptoticas reducen los niveles de Ca’" en el reticulo endoplasmico, y
consecuentemente moderan la eficacia de mediadores apoptdticos que usan sefiales de
Ca*" (y la implicacion de la mitocondria con sus subsiguientes efectos). De manera
contraria, Bax (y otras proteinas pro-apoptoéticas de la familia) promueve la recarga de
los depositos de Ca®" del reticulo endoplasmatico, los cuales al expulsar su contenido,
conducen a una sobrecarga en el citosol de Ca’" y la consecuente implicacion de la
mitocondria (Giacomello y cols., 2007). El modelo esta descrito de manera esquematica

en la Figura 4.

Figura 4. Distribucion de Ca*" en la célula. Lugares con altas o bajas [Ca’"] estin marcados de naranja o
azul, respectivamente. Vias locales y globales de propagacion de la sefial de Ca®" desde la entrada de Ca®"
y liberacién de Ca®* del RE hasta la mitocondria estan marcados con flechas amarillas y naranjas,

respectivamente. (Modificado de Hajnoczky et al., 2003).
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114 Tipos de apoptosis

La apoptosis es un mecanismo genéticamente predeterminado que puede
ejecutarse a través de dos vias moleculares (Figura 5). Las mejores caracterizadas y las
mas prominentes se llaman vias extrinseca e intrinseca. En la via extrinseca (también
conocida como “via del receptor de muerte”), la apoptosis es producida por la
activacion inducida por ligando de receptores de muerte en la superficie celular. Tales
receptores de muerte incluyen el receptor-1 del factor de necrosis tumoral (TNF),
CD95/Fas (el receptor de CD95L/FasL), asi como los receptores -1 y -2 del ligando que
induce apoptosis relacionada con TNF (TRAIL). En la via intrinseca, juega un
importante papel la mitocondria, ya que un colapso de esta por diversos factores lleva a
la liberacion de proteinas proapopotdticas desde la mitocondria hacia el citosol. Por esta

razon a la via intrinseca también se la conoce como “via mitocondrial”.
- Viaintrinseca

En la via intrinseca (también conocida como “via mitocondrial”), la apoptosis es el
resultado de una cascada intracelular de eventos en la cual la permeabilizacion
mitocondrial juega un papel crucial (Scaffidi ef al., 1998).

Los tumores aparecen mas frecuentemente a través de la via intrinseca que de la
extrinseca debido al delicado equilibrio mitocondrial, altamente sensible a la variacion
en la concentracion de iones (Mohan y cols., 2010). Hay también un grupo creciente de
evidencias que indican que el 6xido nitrico es capaz de inducir apoptosis ayudando a
disipar el potencial de membrana de la mitocondria y por tanto hacerla méas permeable
(Briine, 2003). Una investigacion en 1999 muestra como el 6xido nitrico puede tanto

iniciar como inhibir la apoptosis debido a las variables celulares (Brune y cols., 1999).
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Figura 5: Rutas de la apoptosis: La via extrinseca comienza con la union de un ligando (en la figura
representado por el TNFa) a su receptor de membrana, lo cual activa a la caspasa-8 al inhibirse c-FLIP.
La caspasa-8 por un lado activa a la caspasa-3 (conduciendo a dafio en el DNA mas adelante) y por otro
trunca a Bid, que de esta manera produce una serie de eventos en la mitocondria que terminan en la
liberacion al citoplasma de citocromo ¢ y Apaf-1, que forman el apotosoma, y también de SMAC/Diablo,
que inhibe a las IAPs (via intrinseca). Ambos sucesos permiten también la activacion de la caspasa-3.
Notese que la via intrinseca también puede ser provocada por la liberacion de calcio debido a la presencia

de farmacos o de la presencia de Bax.
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Las proteinas de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su accion sobre

la mitocondria. La activacion de proteinas pro-apoptoticas de la familia de Bcl-2
provocan un aumento en la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial, en
concreto del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial, que produce un canal de
salida en la membrana externa de las mitocondrias permitiendo asi la liberacion de
numerosas proteinas proapoptoticas del espacio intermembrana (Hajnoczky y cols.,
2003); entre ellas, SMAC/DIABLO (la cual bloquea los inhibidores de caspasas) y
citocromo c¢. El PPTm, también llamado “Poro de Permeabilizacion Transitoria
Mitocondrial” es regulado por varias proteinas, tales como las ya citadas de la familia
Bcl-2 de mamiferos de genes anti-apoptdticos, las homoélogas del gen ced-9 encontrado
en C. elegans (Dejean y cols., 2006). Las proteinas Bcl-2 son capaces de promover o
inhibir la apoptosis por accion directa sobre MAC/PPMEM. Bax y/o Bak forman el
poro, mientras que Bcl-2, Bcl-xL o Mcl-1 inhiben su formacion.

El estrés oxidativo activa muchas respuestas incluyendo MAP cinasas tales como
JNK y p38, las cuales estan implicadas tanto en la ruta de supervivencia como en la de
apoptosis en respuesta a estrés. La fosforilacion de Bax en la treoina 167 por JNK/p38
es requerida para la translocaciéon mitocondrial (Kim y cols., 2006), y asi permitiendo
asi a Bax responder al estrés oxidativo.

El citocromo ¢, una vez en el citosol, se une al Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1) y ATP, los cuales entonces se unen a la pro-caspasa-9 para crear un
complejo proteinico multimolecular conocido como ‘“‘apoptosoma”, que activa
directamente a la caspasa-9. Las proteinas mitocondriales conocidas como SMACs
(small mitocondria-derived activator of caspases) son liberadas hacia el citosol
seguidamente de un incremento en la permeabilidad mitocondrial. SMAC se une a los
inhibidores de proteinas apoptoticas (IAPs) y los desactiva, evitando que los IAPs
detengan el proceso apoptotico y por tanto permitiendo proceder a la apoptosis. IAP
también suprime normalmente la actividad de las caspasas (Fesik & Shi, 2001).

Finalmente, la caspasa-9 activa a la caspasa-3, la cual se encarga de desactivar la
proteina PARP (Poli-ADP-ribosa polimerasa), encargada de la reparacién del ADN. La
via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte, ya que

una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la proteina
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Bid, lo que provoca la apertura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial y la

activacion de la caspasa-9.

- Via extrinseca

Se han sugerido dos teorias de la iniciacion directa mediada por receptor de los
mecanismos apoptoticos en mamiferos: el modelo inducido por TNF (tumor de necrosis
tumoral) y el modelo mediado por ligando Fas-Fas, ambos involucrando a los receptores
del TNF (familia TNFR) acoplados a las sefiales extrinsecas.

El TNF es un citoquina producida principalmente por macrofagos activado, y es el
principal mediador extrinseco de apoptosis. La mayoria de las células en el cuerpo
humano tienen dos receptores para TNF: TNF-R1 y TNF-R2. Se ha demostrado que la
union del TNF a TNF-R1 inicia la ruta que lleva a la activacion de caspasas a través de
proteinas mediadoras de membrana TRADD (TNF receptor-associated death domain) y
las proteinas de dominio de muerte asociadas a Fas cIAP1/2 inhiben la sefializacién de
TNFa uniéndose a TRAF2. FLIP inhibe la activacion de caspasa-8 (FADD) (Chen &
Goedel, 2002). La uniéon a este receptor puede también indirectamente llevar a la
activacion de factores de transcripcion implicados en supervivencia celular y respuestas
inflamatorias. La union entre TNF y la apoptosis muestra que una produccion anormal
de TNF juega un papel fundamental en varias enfermedades humanas, especialmente en
enfermedades autoinmunes.

El receptor de Fas (también conocido como Apo-1 o CD95) se une al ligando Fas
(FasL), una proteina transmembrana parte de la familia del TNF (Wajant, 2002). La
interaccion entre Fas y FasL resulta en la formacion del complejo de sefalizacion
inductor de muerte (DISC), el cual contiene a FADD, caspasa-8 y caspasa-10. En
algunos tipos celulares (tipo I), la caspasa-8 procesada directamente activa a otros
miembros de la familia caspasa, y lleva a cabo la ejecucion de la apoptosis de la célula.
En otro tipos celulares (tipo II), el Fas-DISC empieza un mecanismo de
retroalimentacion que gira en torno a incrementar la liberacion de factores

proapoptoticos de la mitocondria y la activacion amplificada de la caspasa-8.

17



1. INTRODUCCION
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Figura 6. Mecanismos de activacion directa de Bax. La activacion de Bax es dependiente de caspasa en
la via extrinseca, pero independiente de caspasas en la via intrinseca. Los mecanismos de activacion

indirecta de Bax no estan incluidos (Tomado de Ghibelli & Diedrich, 2010).

Seguidamente a la activacion de TNF-R1 y Fas en células de mamiferos, se
establece un balance entre los miembros proapoptoticos (Bax, Bid, Bak o Bad) y anti-
apoptoticos (Bcl-XL y BxI-2) de la familia Bel-2 (Murphy y cols., 2000). Este balance
es la proporcion de homodimeros proapoptoticos que se forman en la membrana externa
de la mitocondria. Los homodimeros proapoptoticos son requeridos para hacer
permeable la membrana mitocondrial para la liberacion de los activadores de caspasas
tales como citocromo ¢ y SMAC. El control de las proteinas proapoptoticas bajo
condiciones celulares normales no se conoce completamente, pero en general, Bax o
Bak son activadas por la activacion de proteinas BH3-only, parte de la familia Bcl-2.
Los mecanismos de activacion de Bax aparecen resumidos en la Figura 6. Como unién
de la via extrinseca e intrinseca, la caspasa-8 proteoliza a Bid resultando en Bid
truncada que es un potente activador de Bax (Li y cols., 1998). Asi, t-Bid permite la

amplificacion de la apoptosis por reclutamiento de sefiales de citocromo
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c/apoptosoma/caspasa-9 y, en caso de células con sobreexpresion de proteinas IAP,

permite la finalizacion de la apoptosis promoviendo la liberacion de SMAC/diablo

dependiente de Bax y por tanto la degradacion de las IAPs (Ghibelli & Diedrich, 2010).
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.2 HOMEOSTASISDEL
CALCIO CELULAR

El calcio es uno de los mensajeros intracelulares mas importantes de los descritos
hasta ahora, porque estd implicado en una larga lista de procesos bioquimicos
intracelulares y extracelulares (Carafoli, 1987). Cuando aumenta la concentracion de
calcio intracelular se produce la activacion de fendmenos que ocurren en un corto
periodo de tiempo como la contraccion muscular (Reembold, 1992) y secrecion (Brown
y cols., 1985), o a mas largo plazo como puede ser el crecimiento o la diferenciacion
celular (Buonanno y Fields, 1999). El calcio es imprescindible para la coagulacion de la
sangre.

Diversos autores han caracterizado, en diferentes tipos celulares, respuestas que por
su duracion, han sido considerados como patrones diferentes de movilizacion de calcio.
Esto les ha inducido a organizarlas en dos tipos: respuestas transitorias (Pandol y
Schoeffield-Payne, 1987) y respuestas sinusoidales u oscilaciones (Woods y cols., 1986;
Camello, 2000).

La concentracion de calcio citosolico en reposo varia segun el tipo celular, aunque
suele oscilar entre 20-100 nM. Esta concentracion basal puede verse incrementada
mediante la estimulacion de las células con sus respectivos agonistas, ya que estos
generan moléculas capaces de movilizar calcio de los depdsitos internos, como el IP;
(Streb y cols., 1983), ADP ribosa ciclica (Galione, 1994) o NAADP (Cancela y cols.,
1999).

Otro modo de aumentar la concentracion intracelular de calcio en la célula es
mediante la apertura de canales situados en la membrana plasmadtica, que permiten el
movimiento del i6n desde el exterior celular a favor de gradiente.

La relocalizacion de calcio que tiene lugar en la apoptosis es irreversible, lo que

difiere de los cambios de calcio intracelular causados por el factor de crecimiento.
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1.2.1 Liberacién de calcio desde los depésitos intracelulares

La concentracion de calcio que una célula puede almacenar en los depositos
intracelulares esta regulada basicamente por dos fendmenos: por la presencia de canales
en la membrana del depdsito y por la existencia en el interior del deposito de proteinas
capaces de unir calcio en su estructura. La liberacion del calcio almacenado en células
de mamiferos puede estimular respuestas de factores clave en la via de la apoptosis

(Berridge y cols., 1998).

- Canales existentes en los depositos

Para que se produzca la liberacion de calcio desde los depositos intracelulares es
necesario que se abran una serie de canales situados en los mismos, que son especificos
para dicho i16n. Su identificacion y posterior clasificacion se llevd a cabo teniendo en

cuenta el tipo de molécula que los regula. Entre ellos destacamos los siguientes tipos:

e Canal de Ca”*" sensible a IP3 (IP3R): La molécula que regula la apertura de este

tipo de canales es el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP;), generado cuando se activa la
fosfolipasa C por medio de la subunidad a de la proteina G acoplada a un
receptor (Bernstein y cols., 1992; Kim y cols., 2000). Se han identificado al
menos tres tipos de IP3R, que pueden aparecer en forma de mondmeros o
heterotetrameros (Monkawa y cols., 1995); estos tipos presentan diferente
afinidad por la molécula de IP; y se ven regulados de manera diferente por
fosforilacion (Sudhof y cols., 1991). De su estructura cabe destacar que, es el
dominio central del sitio donde van a unirse tanto el calcio como el ATP,
permitiendo la activaciéon del mismo. También se sabe que esta es la zona
susceptible de ser fosforilada una vez ha adoptado la estructura
heterotetramérica (Mikoshiba, 1993; Sato y cols., 2004). El papel del calcio en

la regulacion de la actividad del canal es doble, ya que a bajas concentraciones
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(100-300 nM) estimula su apertura, mientras que tras el estimulo del mismo con
el IP;, altas concentraciones de calcio citosolicas reducen su actividad hasta
llegar a inhibirla por completo.

Estos canales de calcio, también pueden ser regulados por la accion de
proteinas como las tirosinas cinasas dependientes de AMPc y CMPc (El-Daher y
cols., 1996). Algunos estudios implican a la proteina cinasa C (PKC), en la
regulacion negativa del receptor del IP;, mediante su fosforilacién. La proteina
cinasa C activada por la proteina cinasa A fosforila sobre todo al receptor del IP;
tipo I (Vermassen y cols., 2004). Por otro lado, la PKC fosforila el receptor del
IP; de modo diferente si es excitada por el calcio o calcio unido a la
calmodulina, lo que sugiere la existencia de dos mecanismos diferentes de
regulacion del receptor del IP; en funcion de la fosforilacion (Vermassen y cols.,
2004).

Para que la PKC reconozca como sustrato al receptor del IP3 es necesario
la actividad de una pequefia proteina, que presenta similares dominios con las
proteinas G citosolicas, denominada RACK 1 (Patterson y cols., 2004).

Canal receptor de la rianodina: Este tipo de canales fueron descritos en primer

lugar en el musculo esquelético como responsable de la salida de calcio desde el
reticulo sarcoplasmico, y posteriormente otras investigaciones llegaron a la
conclusion de que también poseia un papel importante en la liberacion de calcio
en células no excitables (Langhorst y cols., 2004; ZhuGe R y cols., 2004).

Al igual que el tipo de receptores del IP;, han sido descritas hasta el
momento al menos tres isoformas. Este tipo de canales esta regulado por
moléculas como la ADP ribosa ciclica o el propio calcio, aunque principalmente
son modulados por la cafeina o la rianodina, un alcaloide procedente de las
plantas, de la que recibe el nombre dicho canal (McPherson y Campbell, 1993).
Se ha comprobado que empleando este alcaloide a concentraciéon nanomolar
bloquea el receptor de modo que la estructura del receptor permanece en una
conformacion abierta, por lo que el calcio se escapa desde los depositos (Fill y
Coronado, 1988). Se cree que la calmodulina posee un papel modulador

importante, sobre este tipo de canales, ya que en las células acinares pancreaticas
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de rata, al inhibir dicha proteina desaparece la accidon estimuladora que sobre
ellos posee la cafeina, rianodina o el ADP ribosa ciclico (Ozawa, 1999).

Canal receptor del NAADP: Desde que en 1995, Lee y Aarhus describieran que

el NAADP (acido nicotinico adenin dinucleotido fosfato) podia provocar
movilizacion de calcio, muchos son los autores que se han interesado por este
mecanismo. Sus investigaciones en tipos celulares como los oocitos de estrellas
de mar y células acinares pancredticas, han dado lugar a la idea de que el
NAADP iniciaria la sefial de liberacion de calcio inducida por calcio (CICR o
calcium-induced calcium release) de los almacenes sensibles a IP; y a ADP
ribosa ciclica, permitiendo la aparicion de un patron oscilatorio (Cancela y cols.,
1999; Santella y cols., 2000; Petersen y Cancela, 2000; Churchill y Galione,
2001). EI NAADP es sintetizado por la propia célula en el interior de la
mitocondria, participando en su sintesis la misma enzima que genera el ADP
ribosa ciclica. EI AMPc es el principal estimulo para generar el NAADP a través
de esta enzima (Wilson y Galione, 1998).

Otra hipotesis enunciada por Chini y Dousa en 1999, afirma que la
fructosa 1,6-difosfato activa la liberacion de calcio mediante los canales
sensibles a la rianodina, mientras que inhibe la liberacion a través del IP;R y el
NAADP. Por lo que dependiendo del estado metabolico de la célula, ésta podria
activar una ruta u otra de liberacion de calcio, generando un tipo de sefializacion
u otra en funcidn de ese estado. Hoy dia se conoce que el NAADP es capaz de
liberar calcio, a parte desde el reticulo, también desde las organelas acidas, como
los lisosomas, y desde el interior del nucleo a través de la envoltura nuclear del
reticulo (Gerasimenko y Gerasimenko, 2004; Lopez y cols., 2006).

Canal receptor de esfingosina 1-fosfato: Esta molécula puede liberar calcio

desde el reticulo endoplasmico, ya que se une a proteinas situadas en el reticulo
endoplasmatico que secuestran el calcio en su estructura haciendo que lo liberen
(Mao y cols., 1996) o mediante la activacion de los canales de rianodina, esto
ultimo se comprobd mediante la adicion de bloqueantes del canal de rianodina,
que inhibieron a su vez la liberacion de calcio provocada por el esfingosina 1-

fosfato (Dettbarn y cols., 1995).
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Este tipo de derivados de los lisofosfolipidos (fosfolipidos que han

perdido una de sus dos cadenas de 4cidos grasos) van a actuar mediante dos
rutas muy diferentes; una de ellas es mediante la activacion de la fosfolipasa C
(PLC) (ruta clésica de calcio), ruta PLC dependiente. Y otra mediante una ruta
independiente de la PLC, ya que presentan sus propias proteinas esfingosinas
cinasas (SphK/S1P). También van a presentar una actividad reguladora negativa
sobre otros canales que liberan calcio. Esta funcién negativa sobre la
movilizacion de calcio se debe a la actuacion de los receptores S1p(1), activados

por la proteina cinasa C (PKC) (Meyer, 2004).

, 2+ . . ro.
- Proteinas secuestradoras de Ca”" en el interior de los depdsitos

Desde mediados de los afios 90, los investigadores estdn prestando cada vez mas
atencion a las proteinas encargadas de unir y por tanto retener el calcio en el interior de
los depdsitos. Seglin algunos autores, un paso previo al vaciamiento de los depdsitos de
calcio deberia de ser la liberacion de calcio por parte de estas proteinas que lo
secuestran en el interior del deposito, permitiendo que exista esa diferencia de
concentracion entre ambas partes de la célula sin que afecte a la integridad celular.
Entre esas proteinas podemos destacar la calrreticulina y la calsecuestrina, dos
proteinas, cuya funcidn es basicamente el unir calcio y mantenerlo formando complejos
en el interior del reticulo endoplasmatico (Camacho y Lechleiter, 1995). Ambas han
sido descritas en la mayoria de las células eucariodticas y gran parte de las procariotas, lo
cual refleja la gran importancia que poseen. Ademas, también han sido relacionadas con
el fendémeno de entrada capacitativa de calcio regulandolo de forma retrograda (Shind y
cols., 2003).

Otro importante grupo de proteinas que tienen la capacidad de retener calcio en el
interior del reticulo, lo componen las chaperonas, entre las que destacan la calnexina y
la familia de las proteinas sensibles a shock térmico (Heat Shock Proteins o HSP). Otro
grupo de chaperonas son la grp78, grp 94 y un grupo de proteinas con capacidad de

reducir grupos disulfuro (tioredoxinas): Erp72, p50 y la proteina disulfuro isomerasa
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(Nigam y cols., 1994). También se ha sugerido que secuestran calcio, pero no tan

eficazmente como las anteriores.

1.2.2 “Fntrada de calcio desve el medio extracelular

El calcio liberado de los depdsitos intracelulares a veces resulta insuficiente para
llevar a cabo una activacion completa de los mecanismos celulares, o para que una vez
finalizado los estimulos, las células puedan rellenar sus depodsitos. Por ello es muy
importante que las células puedan incorporar calcio a su citoplasma procedente del
exterior celular. En células excitables la entrada de calcio desde el exterior puede ocurrir
gracias a la apertura de canales que son activados por voltaje (VOC o voltage operated
channel), sin embargo en células no excitables en donde no se produce cambios en la
polaridad de la membrana, tan grandes como para que puedan existir el tipo de canales
anteriores, la entrada de calcio se produce activada por receptores (ROC o receptor
operated channel), por segundos mensajeros (SMOC o second messenger operated
channel) o por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares (SOC o store operated
channel).

La entrada de calcio a través de los canales operados por voltaje (VOC), ocurre
muy brevemente, debido a la corta duracion de los potenciales de accion que operan los
canales (Tsien y cols., 1995). Este tipo de canales han sido descritos principalmente en
células excitables como por ejemplo en neuronas, células musculares y algunas células
endocrinas. En este tipo de células, durante la transmision del potencial de accion el
movimiento de cargas a un lado y otro de la membrana, induce el cambio de
conformacion del canal, que adopta un estado abierto transitorio, de modo que el calcio
puede entrar a favor de gradiente (McCleskey, 1994).

Los canales operados por receptores (ROC), a diferencia del tipo anterior son unos
canales muy ubicuos, pudiendo encontrarlos tanto en neuronas como en algunos
modelos celulares de glandulas secretoras. Pueden ser activados por diferentes tipos de
moléculas, como son los neurotransmisores (acetilcolina, glutamato, ATP y ADP) y

algunos agonistas celulares. La apertura de este tipo de canales es muy rapida, lo que
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implicaria un contacto directo entre el receptor y el canal, o mediante un sistema de

proteinas acoplados a los receptores, capaces de activar el canal inmediatamente al
producirse el contacto del ligando, como puede ser el caso de las proteinas G
heterotriméricas (Sage, 1992). Recientemente también se ha descrito la presencia de
este tipo de canales en plaquetas, en respuesta a los estimulos inducidos por el ADP
(Sargeant y Sage, 1994).

Otro tipo de canal, que se ha encontrado en plaquetas, y que provoca la entrada de
calcio son los canales activados por segundos mensajeros (SMOC). Ademas de en
plaquetas han sido descritos también en las células endoteliales, accionados por Ca*™ e
IP3, y también en algunos modelos de células excitables.

El ultimo tipo de entrada de calcio es aquel estimulado por el vaciamiento de los
depositos intracelulares, que representa el principal fenomeno de entrada de calcio en
células no excitables y también el mas complejo. Este fendmeno es conocido como
entrada capacitativa de calcio (ECC), y se basa en que el vaciamiento o estado de
relleno de los depositos activa, regula y finaliza la entrada de calcio procedente del
exterior de la célula, a través de canales situados en la membrana plasmatica. Este
mecanismo fue propuesto en primer lugar por Putney, que enuncié un modelo que
explicaba como la activacion de un receptor en la membrana, unido a la formacion del
IP3, causaba una entrada de calcio desde el exterior de la célula. En ese momento se
observo que mientras que la eliminacion de IP; en el interior de la célula se producia
rapidamente, la entrada de calcio no se detenia hasta que no se rellenaban
completamente los depdsitos (Putney, 1986). Recientemente se ha puesto de manifiesto
la importancia del citoesqueleto en la ECC, el cual ejerce un efecto dual sobre la ECC,
no solo desde su inicio sino también durante su mantenimiento (Ben-Amor y cols.,

2006; Rosado y cols., 2005a; Rosado y cols., 2005b).

1.2.3 Mecanismos de eliminacion del calcio del c[to/)lasma

Al término de la estimulacion celular, que viene acompafiada de un incremento

de la concentraciéon de calcio en el citoplasma, es necesario que la concentracion
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citosdlica de calcio retorne a los niveles basales, para permitir que la célula cumpla

correctamente su funcion y esté dispuesta a responder a un nuevo estimulo. El calcio es
retirado del citosol mediante la activacion de una serie de bombas e intercambiadores
cuya funcién serd reintroducir el calcio en los depodsitos o expulsarlo al exterior de la

célula.

- Reintroduccion de calcio en los depdsitos intracelulares

Siempre y cuando la concentracion de calcio intracelular no alcance
concentraciones superiores a la del calcio del espacio intraluminal, el cual varia en un
rango cercano a mM, el calcio liberado desde el reticulo por la accion de los estimulos,
es reintroducido en el reticulo mediante la actuacion de una bomba denominada Ca*"
ATPasa del reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA), la cual fue por vez primera aislada
en c¢lulas musculares (Wuytack y cols., 1992).

Se han identificado tres tipos diferentes de genes para SERCA, que originan tres
isoformas diferentes de proteina (Exton, 1997). Estas isoformas pueden ser expresadas
conjuntamente en el mismo tipo de célula, lo que podria estar relacionado con la
existencia de diferentes tipos de depositos en la misma célula (Cavallini y cols., 1995).
Esta bomba tiene una alta afinidad por el Ca*™ (0,1-0,4 uM); ademas de que su actividad
esta regulada en funcion de la concentracion de dicho i16n (Carafoli, 1992).

En los ultimos afios con los avances en la ingenieria genética y la inmunologia,
mediante la expresion de los genes que originan SERCA, se estan disefiando nuevos
anticuerpos que permiten el reconocimiento en diferentes modelos celulares de nuevas
isoformas de SERCA, expresadas mediante corte y transcripcion de modo alternativo de
los exones que codifican para estas bombas. De este modo se ha podido demostrar la
existencia de al menos cinco tipos nuevos de SERCA derivados del gen de SERCA tipo
3, denominado SERCA 3 h3b, SERCA3 h3c, SERCA 3 h3d, SERCA3 h3e y SERCA3
h3b/c (Martin y cols., 2002).

Para poder investigar el papel de SERCA en la ruta de senalizacion del calcio se
han disefiado diferentes drogas como el 4acido ciclopiazonico, la curcumina, la

tapsigargina y la 2,5-di(tert-butil)-1,4-hidroquinona (TBHQ). La tapsigargina se une
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estequiométricamente a todo tipo de SERCAs causando su bloqueo irreversible,

impidiendo que continie bombeando calcio al interior, resultando por tanto muy Ttil
para analizar el efecto que tiene en la célula el vaciamiento del reticulo endoplasmatico
sin interferir con ninguna otra ruta (Wictome y cols., 1992). Por otro lado esta la TBHQ,
de accidén similar a la tapsigargina en cuanto al mecanismo de actuacion, pero con
menor potencia a la hora de inhibir las distintas isoformas de SERCA, e incluso alguna
de las isoformas son totalmente insensibles a esta droga (Cavallini y cols., 1995; Jardin
y cols., 2007; Lopez y cols., 2005; Lopez y cols., 2006). Recientemente en plaquetas
humanas, mediante el uso combinado de ambas drogas ha sido descubierta la existencia
de un segundo tipo de depositos diferente al sistema tubular denso que en este modelo
hace las veces de reticulo endoplasmatico (Cavallini y cols., 1995; Rosado y cols.,
2004). SERCA también puede ser regulada mediante cambios en el potencial redox a
través de proteinas como ERp57, que se ven activadas por la calrreticulina (Ly y
Camacho, 2004).

Ademas de SERCA existen otros tipos de H'-ATPasa: V, F y P, que van a
reintroducir calcio a otros depositos como por ejemplo al interior de los lisosomas

(Yoshimori y cols., 1991).

- Mecanismo de expulsion de calcio al exterior celular

Este tipo de mecanismos constituyen la segunda forma que las células tienen para
poder recuperar la concentracion de calcio basal, mediante la expulsion del calcio desde
el citoplasma al exterior celular. Este fendémeno es llevado a cabo mediante dos tipos de
transportadores diferentes, una es la Ca>’-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA)
y el otro es un intercambiador Na'/ Ca”".

La PMCA es una ATPasa caracterizada por la formacion de un intercambiador
covalente y por su inhibicion por vanadato y lantano (Pedersen y Carafoli, 1987,
Pariente y cols., 1999; Lajas y cols., 2001). Han sido descritas hasta cuatro isoformas en
humanos denominados: PMCA1, PMCA2, PMCA 3 y PMCA 4 (Strehler y Zacharias,
2001); todas ellas con similar estructura molecular, formada por diez segmentos que

atraviesan la membrana y cinco dominios extracelulares mientras que sus extremos
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amino y carboxilo estan orientados al interior celular (Guerini, 1998; Strehler y

Zacharias, 2001).

La actividad de esta bomba se ve regulada por mensajeros secundarios como la
Ca2+/Calmodulina, proteinas tirosinas cinasas, PIPs, proteinas serina/treoina cinasas
como la proteina cinasa A y C, y por proteasas como la calpaina (Streheler y Zacharias,
2001; Pariente y cols., 2003). Los incrementos en la concentracion de calcio en el
citoplasma de la célula provocados por el estimulo de los agonistas, provoca la sintesis
o activacion de estos mensajeros secundarios, incrementando o inhibiendo la actividad
de la PMCA (Rosado y Sage, 2000; Pariente y cols., 2001).

Por otra parte, el intercambiador Na/Ca’* es un transportador de iones
bidireccional que combina el movimiento de un i6n sodio con el transporte de calcio en
el sentido contrario. De este modo este intercambiador participa en la regulacion de la
concentracion de calcio citosélico en diferentes tipos celulares, aunque su presencia no
es universal, y puede actuar expulsando calcio desde el citosol o introduciendo al
interior el 16n (actividad reversa en algunos modelos celulares).

Han sido descritos al menos tres tipos diferentes de intercambiador Na'/Ca*": un
intercambiador Na'/Ca®" dependiente de potasio, otro independiente de este i6n, y un
ultimo tipo neutro respecto al potasio situado en la mitocondria (Matsuda y cols., 2001)
que puede ser inhibido por el SEA0400.

El intercambiador independiente de potasio transporta 3 6 4 moléculas de sodio por
cada calcio (Blaustein y Lederer, 1999) y al menos se han descrito tres isoformas
distintas (Nicoll y cols., 1990; Li y cols., 1994; Nicoll y cols., 1996). Por el contrario el
intercambiador dependiente de potasio, introduce 4 iones sodio por cada i6n calcio que
expulsan (Lytton y cols., 2002) y se han descubierto seis isoformas (Cai y Lytton,
2004).

- Proteinas citosolicas secuestradoras de calcio

Al igual que en el interior del reticulo endoplasmatico, en el citoplasma de la célula

también existe una gran cantidad de proteinas que van a unir el calcio liberado desde el
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reticulo, actuando como sensores, efectores y proteinas tamponantes que inician,

ejecutan o terminan determinadas funciones celulares dependientes de calcio.

La mayoria de las moléculas secuestradoras de calcio actian como tampones de la
concentracion de calcio intracelular, manteniendo su concentracion muy baja en
condiciones de reposo, de modo que mantienen un equilibrio entre el calcio libre y
unido a proteinas. Estd bien establecido que, tanto en células excitables como no
excitables, aproximadamente el 98-99% del calcio existente en el citoplasma esta unido
a una serie de moléculas (Neher y Augustine, 1992; Mogami y cols., 1999).

Entre las proteinas capaces de unir calcio en el citoplasma celular, destacamos la
calreticulina, calbindina, parvalbumina y calmodulina. Esta tltima es una de las mas
importantes ya que su subunidad reguladora es capaz de unir dos moléculas de calcio,
liberandose en estas condiciones la subunidad catalitica activa. Esta subunidad catalitica
llevara a cabo funciones tan importantes como la de activar a la PKC, para que ésta

acttie inhibiendo el receptor del IP3 o los TRPC de la membrana plasmatica.

1.2.4 “Participacion de otras organelas citoplasmdticas en la

homeostasis Oel calcio

La mitocondria es otro importante componente involucrado en los mecanismos de
sefalizacion de calcio (Gonzélez y cols., 2003). Localizado en las proximidades de los
canales que liberan calcio, va a actuar secuestrando parte del calcio liberado desde los
almacenes sensibles a los agonistas y liberando este calcio secuestrado lentamente una
vez la estimulacion ha terminado (Berridge y cols., 2000). El transporte del calcio a
través de la membrana interna mitocondrial es mediada por tres tipos de mecanismos:
— Un mecanismo de entrada de calcio controlada a través de un transportador de

baja afinidad, que actua gracias al gradiente electroquimico creado por la
extrusion de protones durante la sintesis de ATP, cuya efectividad es bastante
alta. Este transportador necesita que la concentracion de dicho i6n en sus

proximidades sea muy alta (Berridge y cols., 2000; Pariente y cols., 2003).
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— Dos mecanismos de expulsion de calcio desde el interior mediante: dos

cotransportadores que intercambian el calcio por sodio o protones; y por ultimo,
mediante el poro de transicion mitocondrial cuya funcion podria estar
involucrada en la liberacion de calcio desde la mitocondria inducido por altas
concentraciones del propio i6n en el citoplasma (mCRIC) (Ichas y cols., 1997).
La permeabilidad de este ultimo poro, puede presentar dos estados en funcidén
del pH, voltaje y estado redox de la mitocondria. Un estado reversible de baja
conductancia, que permite a la mitocondria participar en la sefalizacion del
calcio; y otro estado irreversible que presenta una alta conductancia que lleva al
colapso del potencial de membrana mitocondrial permitiendo incluso la
liberacion del citocromo C y la activacion de fendémenos de apoptosis (Berridge

y cols., 2000).

En el fendémeno conocido como “ola de calcio”, consistente en la propagacion de un
incremento local en la concentracion de calcio desde el punto donde se origina el
estimulo hacia otros puntos de la célula, la mitocondria juega un papel modulador
importantisimo, controlando la velocidad a la que esta ola se propaga por la célula
(Camello, 2000; Landgraf'y cols., 2004).

Por otro lado la mitocondria también puede participar en los mecanismos de
sefializacion de calcio, mediante una participacion activa en el fendmeno de la entrada
capacitativa de calcio desde el exterior celular, aunque hasta el momento tan solo se ha
descrito un papel modulador, bien incrementando o disminuyendo la entrada de calcio,
pero nunca activando por si misma este fendémeno (Budd y Nicolls, 1996; Hoth y cols.,
1997).

El aparato de Golgi es un organulo celular relevante desde el punto de vista de la
secrecion de proteinas, pero que hasta ahora se habia considerado de poca importancia
en la ruta de sefalizacion del calcio. Wuytack y colaboradores (2003) en una de sus
publicaciones, apuntan que este organulo podria tener un papel regulador en la
sefalizacion de calcio, mds en concreto en las oscilaciones de calcio citoplasmatico.

Estos autores han descrito la existencia de un secuestro de calcio en el interior de las
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cisternas que componen este aparato, gracias a la actuacion del transportador de calcio y

manganeso, denominado PMR1/SPCA Ca*"/Mn*".

El analisis filogenético de este transportador concluyd que estd estrechamente
relacionado mediante una proteina ancestral con SERCA, lo que indica que
posiblemente en el pasado la funcién de almacén de calcio no era exclusiva del reticulo
endoplasmatico, y con el paso del tiempo, el aparato de Golgi sacrifico esta funcidon en
beneficio de una mayor especializacion en la sintesis y secrecion de proteinas; y por
tanto actualmente tan sdlo almacena la cantidad de calcio necesaria para poder llevar a
cabo los fendémenos de secrecion proteica (Wuytack y cols., 2003).

Estos resultados apoyan las observaciones realizadas previamente por Yim y cols.,
(2003) en las que sugerian un papel de almacén de calcio para la cisterna intermedia del
aparato de Golgi. En este caso la localizacién de las proteinas GRP94 y p58, dos
chaperonas que normalmente estdn expresadas en el reticulo endoplasmatico, en la
cisterna del Golgi; junto con el efecto que la tapsigargina tenia en la retencion de las
mismas de dichas cisterna, hizo suponer que este compartimento celular podia

almacenar calcio (Yim y cols., 2003).

1.2.5 Papel del calcio en la apoptosis

El papel critico que poseen los cambios de concentracioén de calcio se ha probado
en gran variedad de tejidos bajo condiciones que inducen apoptosis (Hajnéczy y cols.,
2003). Los primeros estudios de Kaiser y Edelman en 1977 demostraron que la
apoptosis de timocitos estimulada por glucocorticoides estd asociada con un aumento en
el fluyjo de calcio, observaciones que posteriormente McConkey y colaboradores
confirmaron en 1989 utilizando otras técnicas. Sin embargo, los almacenes
intracelulares de calcio parecen ser afectados, como el calcio localizado en el reticulo
endoplasmico que es expulsado en una linea celular linfoide en respuesta a tratamiento
con glucocorticoides (Lam y cols., 1993); se ha documentado un fendmeno similar en
una linea celular mieloide dependiente de interleucina 3 (IL-3) (Baffy y cols., 1993).

Evidencias indirectas sugieren que el calcio almacenado en la mitocondria también es
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afectado (Richter, 1993), a la vez que ocurre una caida en el potencial de membrana

mitocondrial como antesala al incremento de calcio en varios modelos de apoptosis
(Backway y cols., 1997; Macho y cols., 1997). Incrementos rapidos y sostenidos de
calcio preceden a la histolisis de las dianas de linfocitos citotoxicos T (Allbritton y
cols., 1988) y células natural killers (NK) (McConkey y cols., 1990). En linfocitos T en
desarrollo las uniones de alta afinidad de los receptores de células T induce apoptosis
(Smith y cols., 1989) que involucra a las elevaciones sostenidas de calcio (McConkey y
cols., 1989a; Nakagama y cols., 1992). En leucocitos de humanos, los aumentos
sostenidos de calcio inducidos por su agonista N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLP) conducian a apoptosis (Espino y cols., 2011).

Pruebas independientes de la participacion del flujo de calcio en la activacion de la
apoptosis se han producido en estudios con bloqueadores de canales especificos de
calcio (Juntti-Berggren y cols., 1993). Esta también se apoya en estudios con el
inhibidor de la SERCA, tapsigargina, el producto de la planta Thapsia garganica, que
también puede provocar todos los sucesos morfoldgicos y bioquimicos de la apoptosis
en timocitos (Jiang y cols., 1994) y en algunos otros tipos celulares (Kaneko y
Tsukamoto, 1994; Choi y cols., 1995; Levick y cols., 1995).

Tras una subida en la concentracion de calcio citosolico, si los sistemas de
recaptacion del reticulo endoplasmatico no logran devolver dicha concentracion a sus
niveles basales, el calcio puede entrar en la mitocondria a través de sus canales
especificos. Cuando la concentracion de calcio mitocondrial alcanza unos niveles altos,
la situacion se vuelve insostenible para la mitocondria, con la consecuente
despolarizacién de la membrana mitocondrial y la salida de elementos proapoptoticos
que contenia la mitocondria, tales como citocromo ¢ o SMAC-Diablo (Zamzani y
Kroemer, 2001), y desencadenando la via intrinseca de la apoptosis.

La activacion de caspasas es promovida por dicha expulsion de citocromo ¢ desde
la mitocondria (Liu y cols., 1996), lo que sugiere que la activaciéon de esta via
apoptotica esta acoplada a la pérdida de funcion mitocondrial (McConkey y Orrenius,
1997). Una de las propuestas mas respaldadas para explicar la salida de estos elementos
de la mitocondria es la formacion del poro de permeabilidad transitorio. Este fendmeno,

descrito hace casi 30 afios por Hunter y Haworth, es un complejo de proteinas
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preexistentes de las membranas mitocondriales interna y externa que forma un largo

canal de conductancia permeable a solutos menores a 1,5 kDa. El poro aparece con altas
concentraciones de calcio mitocondrial (el calcio interactua con la ciclofilina D para
inducir la apertura del poro) y otros estimulos incluyendo oxidantes, acidos grasos libres
y deplecion de nucledtidos de adenina (Basso y cols., 2005). Es inhibido por pH &cido,
antioxidantes tales como el glutation reducido (GSH) y la ciclosporina A (Brookes y
cols., 2004a).

Pruebas recientes sugieren que el calcio juega un papel clave también en la
enfermedad de Alzheimer. Esta patologia, descrita por primera vez por Alois Alzheimer
en 1906, esta caracterizada por atrofia cortical, acumulacién de fibras anormales en los
somas neuronales, y la presencia, en el espacio extracelular, de placas seniles, cuyo
principal componente es el llamado péptido A-B (Giacomello y cols., 2007). Hace unos
10 afios se propuso que una alteracion en la homeostasis del calcio intracelular podia
contribuir al desarrollo del Alzheimer. La hipotesis propuesta era que una sobrecarga de
calcio podia llevar a un incremento en la produccion AP o, alternativamente, que la
sobrecarga de los almacenes de calcio causada por mutaciones en algunos genes podian
exarcerbar la toxicidad de AP favoreciendo asi la muerte celular Ca®’-dependiente
(LaFerla, 2002).

Recientemente se han identificado un grupo de cambios secuenciales de calcio; dos
muy tempranos que ocurren antes de cualquier otra alteracion apoptotica, mientras que
un cambio mads tardio coincide con la aparicion de apoptosis. Curiosamente, los dos
cambios pre-apoptoticos ocurren simultdneamente en todas las células estimuladas,
mientras que el ultimo ocurre a diversos tiempos, de manera sincronizada con el resto
de eventos apoptoticos (Cerella y cols., 2007).

La primera fase se caracteriza por una alta [Ca’']. en contraposicién a una baja
concentracion en el reticulo, que parece ser consecuencia de la reducida eficiencia del
sistema de reciclado de calcio a nivel de sistema de bombeo activo del reticulo. Esto es
sefal de una disminucién en la respuesta celular: el significado de esta fase podria ser el
inducir una condicion de “stand-by” respecto del papel anti-apoptético.

La segunda fase se caracteriza por baja concentracion de [Ca®']. y alta

., 2+ , ~ .
concentracion de [Ca™ ]ggr, lo cual podria sefalar el “deseo” de entrar en apoptosis. De
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hecho, existen varias evidencias de que un incremento de calcio en el reticulo

sensibiliza a las células para la apoptosis (Nakamura y cols., 2000; Pinton y cols., 2001;
Lilliehook y cols., 2002), correlacionado con la propension a liberar calcio.

La tercera sefal coincide con la apoptosis, y estad en linea con los datos bien
aceptados que describen una baja [Ca®']gr y una alta [Ca®']. comprobado en células
apoptoticas, probablemente como resultado de una colapso de las Ca’"-ATPasas
(Cerella y cols., 2007).

En conclusion, la capacidad de la mitocondria para acumular y expulsar calcio
parece intimamente ligada a multiples papeles de estos organulos con las células: por un
lado, la acumulacion/expulsion de calcio modula los papeles bioenergéticos cruciales de
la mitocondria asi como la cinética y amplitud de la sefial de calcio; por otro lado, la
acumulacién masiva de calcio en la mitocondria dirige a muerte celular necrotica;
finalmente, incrementos mas modestos en la concentracion de calcio mitocondrial, pero

en presencia de otros agentes toxicos, activan la via mitocondrial de la apoptosis.
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1.3 COFECIESREACTIVAS
DE OXIGENO (ROS)

En la Gltima mitad del siglo pasado, como resultado de las investigaciones llevadas
a cabo por cientificos como Boveris, hemos comenzado a tomar conciencia acerca de la
existencia de un nuevo tipo de sustancias que tenian a priori unos efectos devastadores
en nuestro organismo, pero que a medida que vamos profundizando en su estudio, nos
estamos dando cuenta que pueden llegar a desarrollar diversas funciones beneficiosas
incluso para la viabilidad celular. Estas sustancias se agruparon posteriormente bajo la
terminologia de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

El término de especie reactiva de oxigeno agrupa a una serie de radicales o
moléculas, en cuya estructura albergan un dtomo de oxigeno. También existen radicales
libres nitrogenados o especies reactivas de nitrogeno (RNS) y radicales libres basados
en otros elementos, como puede ser el azufre (Aranda, 2003). El oxigeno normalmente
acepta cuatro electrones y es convertido en agua. En sistemas bioldgicos, la reduccion
del oxigeno ocurre de manera parcial, lo que resulta en la generacion de ROS
citotoxicas (Yokouchi y cols., 2008).

Se ha demostrado que los oxidantes estimulan la sefializacion de calcio por
incremento de la concentracion de calcio citosolico, lo que sugiere un posible papel
fisiologico de los oxidantes en la regulaciéon de la sefalizacion de Ca>" (Gonzélez y
cols., 2006). El incremento en el transporte de calcio a través de canales de calcio, asi
como la inhibicion de bombas de calcio ocurren en la presencia de oxidantes, y estas
macromoléculas podrian ser posibles dianas de los oxidantes para influir en la

sefalizacion de calcio (Pariente y cols., 2001).
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1.3.1 “Papel de las ROS en la apoptosis

La concentracion de O, en la matriz mitocondrial es entre 5 y 10 veces mayor que
en el citosol o en el nucleo (Cadenas & Davies, 2000). La cadena respiratoria
mitocondrial ademas de ser la mayor fuente de ROS intracelular, es a su vez una
importante diana para el dafno producido por ROS; por otra parte los radicales libres
generados en la mitocondria podrian inhibir uno o méas componentes de la cadena de
transporte de electrones, acelerando asi la generaciéon de ROS, que contribuirian a la
aparicion de una disfuncion en condiciones de estrés oxidativo (Genova y cols., 2001;
Liu y cols., 2002; Muller y cols., 2003; Turrens, 2003). Es ampliamente conocido que el
metabolismo celular depende de un continuo aporte de ATP de la mitocondria, esencial
en la mayoria de los tejidos.

Por tanto, cualquier dafio que debilite la cadena respiratoria podria tener un gran
impacto sobre la viabilidad celular. Para ello la célula cuenta con un sistema de defensa
de detoxificacion de ROS, ademas de sistemas de reparacion de los dafios causados por
las mismas.

Recientes trabajos han situado la mitocondria en el foco de la regulacion de la
apoptosis y su relacion con las ROS (Giorgi y cols., 2008; Gogvadze y cols., 2010).
Estudios realizados en diferentes tipos celulares indican que el tratamiento con -
tocoferol succinato (a-TOS), un andlogo de la vitamina E, genera ROS y estimula una
rapida entrada de calcio a la célula y consecuentemente a la mitocondria, que fue
prerrequisito para inducir el PPTm (Gogvadze y cols., 2010). Las ROS son capaces de
oxidar indiscriminadamente lipidos, proteinas y acidos nucleicos alterando su estructura
y su funcion (Cross y cols., 1998; Ames y cols., 1993). Este tipo de reacciones lleva a la
formacion de agregados de proteinas y facilita la formacién del PPTm, que provoca la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la liberacion de proteinas
proapoptdticas, como el citocromo ¢, desde el espacio intermembrana al citoplasma
celular, que iniciardn la cascada de reacciones que culminan en la apoptosis o muerte

celular programada (Ott y cols., 2007). El citocromo c esta cargado positivamente y se
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une a la cardiolipina (cargada negativamente) en la cara exterior de la membrana interna

mitocondrial. La salida de citocromo c a través del PPTm o poros Bax/Bak requiere un
aumento de ROS mediante un mecanismo que implicaria la peroxidacion de la
cardiolipina, que provoca un cambio de sus propiedades fisicas, necesaria para romper
la unién del citocromo ¢ a la cardiolipina, y por tanto a la membrana interna
mitocondrial (Ott y cols., 2002). El dafio oxidativo en el ADN causa modificaciones en
la bases ptricas y pirimidinicas, la estructura molecular de la desoxirribosa, roturas en
la cadenas dobles y sencillas, ademés de crear enlaces cruzados en otra moléculas.
Modificaciones en el ADN son potencialmente mutagénicas contribuyendo a la
aparicion de cancer, envejecimiento prematuro y enfermedades neurodegenerativas.
Una importante diana de ROS es el ADN mitocondrial (ADNmt), que codifica para 30
polipéptidos y 22 ARN de transferencia, que son esenciales para la cadena de transporte
de electrones y generacion de ATP por fosforilacion oxidativa. El ADNmt es
especialmente susceptible al ataque de ROS debido a su proximidad a la cadena de
transporte de electrones y la falta de histonas protectoras.

Bajo condiciones de estrés oxidativo el ADNmt contiene un niimero de entre 10 y
20 veces mayor de bases modificadas oxidativamente que el ADN nuclear. El dafio
oxidativo en el ADN es la principal fuente de inestabilidad gendmica de la mitocondria
y conlleva a la disfunciéon respiratoria. Ademds esta inestabilidad gendmica
mitocondrial es uno de los factores mas importantes en el envejecimiento.

Un importante mecanismo de toxicidad del O,~ es la oxidacion directa e
inactivacion de las proteinas hierro-azufre (Fe-S), tales como las aconitasas y las
asociadas liberacion de hierro. Dada liberacion de hierro, este se puede conjugar con
H,0,, siendo los ingredientes para la reacciones de Haber-Weiss y Fenton que pueden
resultar en la generacion de radicales hidroxilo que puede oxidar proteinas, ADN y
lipidos mitocondriales amplificando asi el dafio iniciado por el O,

La aconitasa mitocondrial (que posee una centro Fe-S) juega un papel importante
en el ciclo de Krebs catalizando la conversion de citrato a isocitrato. La inhibicion de la
aconitasa resulta en una disfuncién del ciclo teniendo un gran impacto en la produccion

energética y la viabilidad celular. Otra proteina Fe-S que es afectada por el Oy~ la
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NADH deshidrogenasa del complejo 1. Las proteinas oxidadas son reconocidas por las

proteasas para ser degradas y deben ser reemplazadas por su sintesis de novo.

La peroxidacion lipidica en la mitocondria puede conducir a una supresion del
metabolismo mitocondrial. Los perdxidos lipidicos afectan a las funciones vitales de la
mitocondria, tales como la fosforilacion oxidativa, las propiedades de barrera selectiva
de la membrana interna, mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial y la
capacidad de tamponamiento de calcio (Zhang y cols., 1990; Albano y cols., 1991;
Bacon y cols., 1993). La propiedad de barrera selectiva de la membrana interna
mitocondrial se puede ver afectada por los productos de la peroxidacion lipidica
mitocondrial que pueden interactuar directamente con las proteinas y/o indirectamente
con la fraccion lipidica de la membrana (Chen y cols., 1995).

Un efecto pernicioso de las ROS es la facilitacion de la permeabilidad transitoria
mitocondrial dependiente de calcio, que juega un papel en ciertos modos de muerte
celular. Adicionalmente, las ROS producen liberacion de calcio desde depositos
intracelulares, mitocondriales y sensibles a agonistas (Pariente y cols., 2001), ademas de
participar en la entrada capacitativa de calcio (Rosado y cols., 2004). A pesar de que la
mitocondria tiene un papel crucial en la homeostasis del calcio, debido a su captacion y
retencion su capacidad es limitada.

Si el calcio acumulado excede cierto umbral de concentracidén, sera
consecuentemente liberado desde la mitocondria por el PPTm. El umbral de calcio del
PPTm disminuye cuando la recaptacion de calcio estd acompafiada por estrés oxidativo
y deplecion de nucledtidos de adenina. De hecho ha sido propuesto que las ROS
generadas en la mitocondria estdn directamente involucradas en la induccion de PPTm.
Por tanto, tanto el estrés oxidativo como el fallo en la homeostasis del calcio
contribuyen al dafio celular mediado por la mitocondria. EI PPTm resulta en fallo
mitocondrial, que puede conducir a la necrosis debido a la deplecion de ATP, o
también, a una apoptosis mediada por caspasas si el PPTm se da en una subpoblacién de
mitocondrias y otras quedasen intactas para producir suficiente ATP para sostener
energéticamente el proceso de apoptosis.

La relacion entre ROS y apoptosis ha sido puesta de manifiesto en diversos

trabajos. En concreto nuestro grupo de investigacion ha observado que el tratamiento de
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plaquetas con su agonista fisioldgico trombina, genera H,O, y despolariza la membrana

mitocondrial induciendo consecuentemente apoptosis, eventos que quedaron inhibidos
tras el tratamiento con catalasa. Cuando se trataron las plaquetas con H,O, exdgena
aument6 significativamente la liberacion de citocromo c¢ de la mitocondria y la
activacion de la caspasa-9. Como consecuencia de tales eventos hubo un aumento en la
activacion de la caspasa-3 y la externalizacion de la fosfatidil serina (Lopez y cols.,
2007). Adicionalmente, hemos puesto de manifiesto que el tratamiento con H,O, de
células de pancreatoma de rata AR42J induce un aumento en la [Ca®"], despolarizacion
mitocondrial, liberacion de citocromo ¢ y activacion de caspasa-3 a través de un
mecanismo que requiere la recaptacion mitocondrial de calcio (Morgado y cols., 2008).
En células germinales, como los espermatozoides humano expuestos a tratamiento con
H,0, hemos observado que existe un aumento de la activacion de las caspasas -3 y -9y
posterior externalizaciéon de fosfatidil serina, en un proceso Ca**-dependiente (Bejarano

y cols., 2008).

1.3.2 ‘ROS y la homeostasis del calcio

El calcio es un importante segundo mensajero participando en muchas actividades
celulares; alteraciones de la homeostasis del calcio, particularmente un aumento
excesivo y prolongado en la [Ca*']. debido al vaciamiento de los almacenes
intracelulares o a la entrada de calcio desde el medio extracelular, se ha sugerido ser una
sefal que precede al proceso de la apoptosis (Nicotera y Orrenius, 1998; Cerella y cols.,
2010). Se ha demostrado que el vaciamiento de los depositos de calcio induce
directamente la activacion de la apoptosis (Pan y cols., 2000) y que la entrada de calcio
desde el medio extracelular es un fenémeno apoptogénico (Jiang y cols., 1994).

El incremento de la [Ca’"]. induce incrementos excesivos en la concentracion
mitocondrial de calcio, llegando incluso a provocar la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y la posterior generacion de ROS (Lopez y cols., 2007) y
apertura del PPTm. Se ha postulado que la apertura del PPTm estd asociada a la

acumulacion de calcio por la mitocondria (Brookes y cols., 2004; Bernardi y Rasola,

40



.INTRODUCCION

2007), por otro lado, estudios experimentales han sugerido que sea una consecuencia de

la produccion de ROS, en el que una sobrecarga mitocondrial de calcio tendria un papel
amplificador, como hemos comentando anteriormente. Diversos estudios
experimentales apoyan estos acontecimientos, en particular, el tratamiento de plaquetas
con TPEN, quelante de calcio reticular, induce estrés reticular activando caspasas -3, -8
y -9 y promueve la externalizacion de fosfatidil serina (Marciniak y cols., 2004). En
otro tipo celular, como son los espermatozoides, tanto su agonista fisiologico, la
progesterona, como el tratamiento con H,O, evocan la apoptosis mediada por una sefial
de calcio citosolico y la recaptacion de dicho calcio por la mitocondria (Bejarano y
cols., 2008; Nicotera & Orrenius, 1998). Adicionalmente, tanto en linfocitos como en
neutrofilos, se ha visto que el aumento de [Ca®’]. induce una apertura del PPTm,
activacion de Bax y liberacion de citocromo ¢, que condujeron a un descenso de la
viabilidad celular (Espino y cols., 2010a).

El incremento en la [Ca’']. también puede afectar a multiples enzimas, incluyendo
proteasas activadas por calcio, la calcineurina, endonucleasas, fosfolipasas, la oxido
nitrico sintasa, calpainas y transglutaminasas. Estas enzimas controlan la ruptura de
numerosos constituyentes celulares, alguno de los cuales estan asociados directamente
con el proceso apoptotico (Verkhratsky, 2007). Sin embargo, se ha demostrado que
tanto la activacion de la via apoptotica extrinseca como la via apoptética inducida por el
estrés reticular son independientes de incrementos en la [Ca*']. (Zuppini y cols., 2004;
Vindis y cols., 2005; Henshall, 2007; Sharma y cols., 2006) y se ha hallado activacion
de las caspasas-3, -7, -8 mediante mecanismos independientes de incrementos en la
[Ca’]. (Baumgartner y cols, 2007; Del Bello y cols., 2007). Alternativamente, hay
estudios que indican la existencia de una activacion temprana de caspasas no
relacionada con el proceso apoptdtico, que es llevada a cabo en la célula por mecanismo
independientes de los aumentos de [Ca’]. (Rosado y cols., 2006). También es posible
que altas [Ca’’] en el espacio intermembrana puedan potenciar la liberacion del
citocromo ¢ compitiendo por los sitios de unién de la cardiolipina (Iverson y Orrenius,
2004). En ocasiones la mitocondria es responsable de decidir si la sefial de calcio indica
supervivencia o muerte celular. Las transferencia de calcio desde reticulo endopldsmico

a la mitocondria son necesaria para el inicio de determinadas sefales apoptoticas
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(Scorrano y cols, 2003). Debido a la toxicidad de las altas concentraciones de calcio,

este se debe mantener a bajas concentraciones en el citosol, encontrandose la mayoria
del calcio almacenado en el ER. El calcio es bombeado al interior del ER por la
SERCA, y es liberado por sefalizacion molecular mediante la apertura de canales
receptores de 1,4,5-trifosfato (IP3R) o rianodina (RYR) (Berridge y cols., 2000). Una
parte significante del calcio liberado es captado por la mitocondria que se encuentra
estratégicamente colocada cerca de los canales de liberacion de calcio desde el ER
(Rizzuto y cols., 1993).

Esta proximidad facilita que la mitocondria module, propague y sincronice la sefial
de calcio, previniendo al reticulo de una deplecion reciclando el calcio hacia el reticulo
de nuevo (Jouaville y cols., 1995; Arnaudeau, 2001). De esta manera la mitocondria
ademas de poner a punto las actividades metabodlicas de la célula, puede disparar o
retener la sefial de apoptosis dependiendo de la magnitud de la sefial de calcio
mitocondrial, esta magnitud depende a su vez del contenido en calcio del ER (no del
calcio libre en el reticulo) y este a su vez del equilibrio entre la SERCA y los canales de
liberacion de calcio. En este sentido, se ha visto que la desestabilizacion mitocondrial
inducida por calcio podria cooperar con la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial inducida por Bax, y por consiguiente, con la liberacién de citocromo ¢
(Gogvadze y cols., 2010).

Se han propuesto dos grandes rutas apoptoticas mediadas por enzimas
Ca”"dependientes (Rizzuto y cols., 1993; Orrenius y cols., 2003). Una de ellas es la ruta
mediada por calpaina, proeteasa dependiente de calcio (Goll y cols., 2003; Cheng y
cols., 1999; Newcomb, 1998; Harwood y cols., 2005; Nakagawa y Yuan, 2000; Wood y
Newcomb, 1999; Mandic y cols., 2002); la otra es la ruta mediada por calcineurina, una
fosfatasa Ca’"/CaM-dependiente (Devireddy y Green, 2003; Wright y cols., 1997;
Fladmark y cols., 2002). El papel de la calpaina en la apoptosis es llevado a cabo a
través de Bax y Bid. La calpaina produce la rotura de Bax desde su tamafio completo
(21 kDa) a un fragmento (18 kDa) que activa su funcion apoptoética (Newcomb, 1998).
Igualmente, la calpaina puede provocar la activacion de Bid por clivaje en un fragmento
activo (Chen y cols., 2001). Bax y Bid activos conllevan a la permebilizacion de la

membrana y consecuente liberacion de citocromo ¢ y otros factores proapoptoticos de
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origen mitocondrial (Wood y Newcomb, 2000). Se ha visto recientemente que la

calpaina activada rompe AIF mitocondrial unido a membrana y es liberado al citosol
cuando la mitocondria es permeabilizada (Norberg y cols., 2008). Adicionalmente, el
tratamiento de las células con antioxidantes evitd6 modificaciones oxidativas
(carbonilacién) de AIF y su subsecuente rotura por la calpaina y liberacion desde la
mitocondria, en un proceso liderado por el aumento de la [Ca®].. Asi la calpaina va a
contribuir en el desarrollo de la apoptosis por via intrinseca (Norberg y cols., 2010). El
papel de la calcineurina en la apoptosis consiste en la capacidad de defosforilacion de
Bad; dicha defosforilacion libera Bad de su proteina inhibidora 14-3-3 en el citosol y asi
Bad se transloca a la mitocondria donde liberara citocromo ¢ e iniciard la cascada de
caspasas (Springer y cols., 2000).

Finalmente, también se ha puesto de manifiesto que agonistas fisiologicos
movilizadores calcio intracelular, como la trombina en plaquetas, inducen la activacién
de caspasas -3 y -9 favoreciendo su translocacion al citoesqueleto, y a pesar de que se
origina un aumento de la [Ca’'],, el mecanismo por el cual se lleva a cabo es
independiente de calcio (Amor y cols., 2006). Alternativamente, cuando los depositos
intracelulares de calcio de plaquetas humanas son vaciados con tapsigargina e
ionomicina se produjo una activacion de caspasas -3 y -9, pero no translocacion de las
mismas al citoesqueleto, ademas se verificd que el aumento de la [Ca®’] no era el
responsable de dicha activacion de caspasas (Amor y cols., 2006). Adicionalmente, se
demostré6 que la activacion y translocacion de caspasas inducidas por trombina,
requieren la participacion de la proteina cinasa C (PKC) y la reorganizacion del
citoesqueleto de actina. A pesar de que no parece ser primordial la translocacion de las

caspasas al citoesqueleto, si contribuye en su activacion (Ben Amor y cols., 2006).

1.8.8 Papel de las ROS en trastornos del crecimiento celular

Esta ampliamente documentado que las ROS, tienen un papel clave en la génesis de
dos procesos, aparentemente opuestos, como son la apoptosis y el cancer. También se

ha demostrado que varios oxidantes bajo condiciones subtoxicas inducen un incremento
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en la concentracién citosolica de calcio, lo que sugiere un posible papel fisioldgico de

los agentes oxidantes en la regulacion de la sefal de calcio (Suzuki y cols., 1997). Hay
que sefalar que las diferentes isoformas de la SERCA difieren en su susceptibilidad al
dano por peroxido de hidrogeno (Grover y cols., 1997).

Ha sido descrita la participacion de las ROS en el proceso de activacion de los
linfocitos T, aumentando la respuesta inmunitaria y los procesos inflamatorios, y
provocando también en ultimo extremo la activacion de rutas de sefializacion que
desencadenan el proceso de apoptosis celular (Jacobson y cols., 1994; Castedo y cols.,
1996). El NO por ejemplo, ha sido implicado directamente en la apoptosis, ya que
produce un descenso en la concentracion de cardiolipina y en la actividad de la cadena
de transporte de electrones en la mitocondria, que provocard en ultimo término la
liberacion del citocromo c¢ al citosol y la induccion de la apoptosis (Umansky y cols.,
2000). Otras evidencias de la actividad de las ROS en la activacion de la apoptosis, se
muestran en los linfocitos humanos, donde la proliferacion se ve inhibida por dosis
bajas de O, y el H,O, induce apoptosis, porque participa en la formacion del radical
hidroxilo ("OH). Otro ejemplo es el TNF-a que posee un efecto oxidativo, gracias al
cual realiza su funcion y destruye a las células tumorales infectadas por virus.
Igualmente, se ha comprobado que H,O, moviliza calcio desde los compartamientos
intracelulares en astrocitos del hipocampo (Gonzalez y cols., 2006) y células acinares
pancreaticas (Pariente y cols., 2001).

La respiracion mitocondrial genera ademés de un gradiente de protones, una
apreciable cantidad de radical superdxido, sugiriendo una interesante correlacion entre
estrés oxidativo, la integridad mitocondrial y el fenémeno de la apoptosis (Kim y cols.,
2004). De hecho existe en la mitocondria una Mn” -superéxido dismutasa que se
encarga de retirar de la mitocondria los radicales superoxidos originados, de ahi que
cuando promovemos una hiperactividad mitocondrial, mediante estimulos celulares que
acarrean un acumulo excesivo de calcio en su interior, la produccion de radicales es tan
grande que esta enzima no pueda tamponarla y se originen dafios en la mitocondria
(Brookes y cols., 2004b).

Este superéxido creado por la mitocondria es convertido en H,O, tanto por

dismutacion espontanea como por la enzima superdxido dimutasa (SOD). Otro
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importante regulador de las ROS mitocondriales es el potencial de membrana

mitocondrial. La generacion de ROS es exponencialmente dependiente del potencial de
membrana mitocondrial (Starkov y Fiskum, 2003), y tanto los desacopladores quimicos
(por ejemplo, el 2.4-dinitrofenol) (Okuda y cols., 1992) y las nuevas proteinas
desacopladoras (UCPs) (Negre-Salvayre y cols., 1997) parecen disminuir la generacion
de ROS en células enteras y 6rganos, aunque experimentos in vitro con mitocondrias
aisladas han revelado efectos contrarios (Cadenas y Boveris, 1980).

Algunos autores opinan que el poder que las especies reactivas de oxigeno tienen
para desencadenar procesos apoptoticos, radica en que activan las proteinas caspasa-2 y
-9, e inactivan el factor antiapoptoético (Bcl-2), mediante cambios en el pH de la matriz
mitocondrial (Takahashi y cols., 2004).

En cuanto al proceso contrario, la proliferacion descontrolada de las células que
induce la aparicion de cancer, las ROS también tienen una relacidon directa con este
fendmeno; ya que los radicales libres inducen cambios en la secuencia del ADN, que
comprenden fenomenos de mutaciones puntuales, delecciones genéticas, amplificacion
de genes, etc. Estos cambios que provocan activan la expresion de varias moléculas que
actian como sefiales en la regulacion del metabolismo o la regulacion del crecimiento,
etc.

Bajo el estrés oxidativo las ROS desencadenan cascadas de sefializacion como la de
las cinasas de regulacion extracelular (ERK), las cinasas amino terminales c-Jun (JNK)
y la cinasa proteica p38 activada por mitdégenos (MAPK), la via fosfatidilinositol 3
cinasa (PI;K/Akt), el factor nuclear-kappa f (NF-xf) y las cinasas responsables del
choque térmico (HSPF1) (Johnson y cols., 1996; Finkel y Holbrook, 2000); que
desencadenan la replicacion y traduccion descontrolada de algunos genes, y alteran el
ciclo vital celular haciendo que la célula se divida descontroladamente.

También se ha comprobado que las ROS dotan a algunos tipos de cancer, de la
capacidad de mutar, evadiendo asi los mecanismos de proteccion de los organismos y
provocando dafios en los tejidos locales, tales como la invasion de otros tejidos anexos,

o incluso la capacidad de migrar y producir metéstasis tumoral (Mates, 1999).







2. OBJETINOS
(OBJECTIVES)

~— — = ’ — I LTI T
i = N e LT T
'lf‘- b - . o' b -
- “ ‘
. -l ' L - a







2.0BJETIVOS/OBJECTIVES

agre

el

= =

o

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiolégico que implica
a una serie de acontecimientos bioquimicos en cascada muy finamente regulados, de
vital importancia en el desarrollo de los organismos pluricelulares siendo esencial en
algunos procesos fisiologicos y en donde las células activan su propia muerte (células
suicidas). Es por tanto un importante programa de suicidio celular implicado en
procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos. Le permite al organismo controlar su
nimero celular y su tamafio tisular manteniendo la homeostasis celular y controlando
asi el nimero de células del organismo entero.

Por otro lado, la tecnologia de los nanomateriales estd evolucionando
rdpidamente y cada vez se encuentran mds aplicaciones para este campo en crecimiento.
En el caso concreto de la nanoceria, estudios de caricter fisico-quimicos han revelado
que posee un gran potencial como antioxidante y aseguran que se trata de una sustancia
inocua. Sin embargo, todavia se necesita una solida cantidad de estudios bioldgicos que

corroboren dicha presuncion.

Ante esta situacion, el objetivo principal de esta tesis es el de estudiar la relacion

entre las especies reactivas de oxigeno, la sefal de calcio intracelular y la apoptosis,

utilizando para ello la lineas celular HL-60, v comparando su comportamiento con el de

las lineas celulares K-562 y U937. Los objetivos especificos que nos hemos planteados

son:

I- Analizar la sefial de calcio inducida por agonistas tipicos de la linea de
leucemia promielocitica aguda HL-60 como es el UTP, asi como la
provocada por la tapsigargina, ademds de la especie reactiva de oxigeno

H,0,.
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Estudiar si la sefial de calcio inducida por el UTP, la tapsigargina y H,O,
son capaces de producir despolarizacion mitocondrial y estimular la
actividad caspasa-3 y -9 en las células HL-60.

Estudiar si el TNFa es capaz de provocar apoptosis en las linea celular HL-
60, asi como en la linea mieldgena K562 y en la linea de linfoma histiocitico
U937.

Estudiar si la apoptosis producida por TNF estd mediada no sélo por la via
extrinseca, sino también si es dependiente de la produccion de ROS en las
lineas HL-60, K562 y U937.

Comprobar el efecto de la nanoceria como agente antioxidante en la

apoptosis producida por TNFa en la linea U937.
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Apoptosis or programmed cell death is a physiological process which involves a
number of biochemical events accurately regulated, of huge relevance in terms of the
development of multicellular organisms, being essential in some physiological
processes where cells activate their own death (suicidal cells). That is why it is an
important program of cellular suicide implicated in both physiological and pathological
processes. That process allows the organism to control its number of cells and its tissue
size supporting cellular homeostasis and thus controlling the number of cells in the
whole organism.

On the other hand, nanomaterials technology is growing rapidly and new
applications are found every day. In the concrete case of nanoceria, physical-chemical
studies have shown it has a big potential as an antioxidant and seems to be an innocuous
substance. However, a solid number of biological studies that are able to corroborate
such a suspicion are still needed.

Considering that, the main objective of this thesis is studying the relationship

between reactive oxygen species, intracellular calcium signaling and apoptosis, using

for this the cell line HL-60 and comparing its behaviour with the cell lines K-562 and

U937. The specific aims we have suggested are:

I- Analysing the calcium signaling induced by agonists, which are typical of
human acute promyoelocytic leukemia cell line HL-60 like UTP, as well as
the signaling induced by thapsigargin and the reactive oxygen species H,0,.

2- Studying whether calcium signaling induced by UTP, thapsigargin and
H,0, are able to produce mitocondrial depolarization and stimulate caspase-

3 and -9 activity in HL-60 cells.
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3- Examining whether TNFa is able to induce apoptosis in HL-60 cell line, as
well as in the myelogenous line K562 and in the histiocytic lymphoma line
U937.

4- Reviewing whether TNF-produced apoptosis is mediated not only by
extrinsic pathway, but ROS production too, in HL-60, K562 and U937 lines.

5- Checking the effect of nanoceria as antioxidant agent in TNFa-produced

apoptosis in U937 cell line.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1 LISTADEREACTIVOS

Los reactivos empleados en la realizacion de los experimentos son agrupados a

continuacion, segun la caracteristica o funcién que presentan en comun.

8.11. Lineas celulares y los medios de cultivo

- Linea celular HL-60 (ECACC)

- Linea celular K562 (ECACC)

- Linea celular U937 (ECACC)

- Albimina de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich Quimica®, S.A.)
- Medio RPMI-1640 (Lonza®)

- Penicilina (HyClone®)

- Estreptomicina (HyClone™)

- L-Glutamina (Lonza")

- Kit de deteccion de micoplasma (Sigma®)

3.1.2. Fluorsforos

- DHR-123 (Sigma®)

- Diclorofluoresceina (Invitrogen)

- Fluo4-AM (Invitrogen)

- Fura 2-AM (Molecular Probes®)

- MitoTracker Red (Molecular Probes®)

- Sustrato de caspasa —3 (AC-DEVD-AMC) (Sigma®™)

- Sustrato de caspasa -8 (Sigma®)
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- Sustrato de caspasa-9 (AC-LEHD-AMC) (Sigma")
- Tetrametil rodamina (TMRM)(Molecular Probes®™)

3.1.8. Otros reactivos utilizados

- Acido bis-(0-aminofenoxi)-etano-N,N,N,N-tetracético/BAPTA/Sigma
Aldrich Quimica®, S.A.)

- Acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N,N, tetraacético (EGTA)(Sigma
Aldrich Quimica®, S.A.)

- Acido plurénico (Molecular Probes™)

- Cloruro calcico (CaCly/Panreac®)

- Cloruro de sodio (NaCl/Panreac®)

- Cloruro de potasio (KCl/Panreac”™)

- Cloruro de magnesio (Cl,Mg/Panreac®)

- D(+)-Glucosa (Panreac®)

- DMSO (Sigma Aldrich Quimica®, S.A.)

- FCCP (Sigma Aldrich Quimica®, S.A.)

- HEPES (Sigma®™)

- Inhibidor de caspasa-3 (Sigma®)

- Inhibidor de caspasa-8 (Sigma™)

- Inhibidor de caspasa-9 (Sigma®)

- Inhibidor pancaspasa (Sigma™)

- Nanoceria (Departamento de Quimica de la Universidad de Tor-Vergata)

- N-acetil-cisteina (Sigma®)

- NP-40 (Sigma®)

- PEG (Sigma®)

- Peroxido de hidrogeno (H,0,) (Sigma Aldrich Quimica ®, S.A.)

- Ru360 (C,Ha6ClsNsOsRuy) (Calbiochem®™)

- Tapsigargina (Sigma Aldrich Quimica®, S.A.)

- TNFa (Sigma®™)
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- Tritén X-100 (Sigma Aldrich Quimica®”, S.A.)

- Trolox (Sigma®™)
- Uridin trifosfato (UTP) (Sigma Aldrich Quimica ®, S.A.)

8.1.4 Composicién de diferentes tampones o soluciones

COMPOSICION DEL Na"-HEPES*

Reactivos Concentracion (mM) Concentracion (g/L)
HEPES 10 2,383
Cloruro sodico 140 8,19
Cloruro potasico 4,7 10,43
Glucosa 10 1,801
Cloruro célcico' 1,5 0,113
EGTA' 2 0,76
Cloruro de Magnesio 1 0,06

' Para preparar la solucion libre de Ca”’, se afiadia 2 mM de EGTA, y no se afiadia Cl,Ca.

*: El pH se ajusta entre 7,3 y 7,4 afiadiendo NaOH 0,5 M.

COMPOSICION DEL HBSS
Reactivos Concentracién (mM) Concentracion

(g/L)

NaCl 140 8,19

KCI 53 0,4

NaHCO; 4,2 0,35

Na,HPO4 0,34 0,048

KH,PO4 0,34 0,06
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COMPOSICION DEL TAMPON DE CASPASAS -3 y -8%

Reactivos Concentracion Concentracion (g/L)
(mM)
HEPES 100 23,83
CHAPS 1,63 1
Sacarosa 292 100

*: El pH se ajusta entre 7,3 y 7,4 anadiendo NaOH 0,5 M, en agitacion constante.

COMPOSICION DEL TAMPON DE CASPASA -9*

Reactivos Concentracion Concentracion
(mM) (g/100 mL)
Mes 89,8 19,5
PEG 0,5 100
CHAPS 1,63 1

* El pH se ajusta a 6,5.
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32 CULTIVOS
CELULARES

8.2.1 Cultivo de células HL-60

La linea de células leucémicas promielociticas humanas HL-60 se cultivo en flasks
de 75 cm® con medio RPMI1640 suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal
inactivado por calor, 1,25% de DMSO, 1% de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y
100 U/mL de estreptomicina a 37 °C en una atmoésfera himeda que contenia 5% de
CO,. Los cultivos presentaron tiempos de desdoblamiento de aproximadamente 48
horas. Se cambiaba la mitad del medio una vez se alcanzaba aproximadamente el 75-
80% de confluencia bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.
Los recuentos de células se realizaron usando camaras de Neubauer, y la viabilidad fue
medida usando el colorante trypan-blue.

El trypan blue es un colorante vital que permite una fécil identificacion de las
células muertas. Estas toman el colorante y se muestran azuladas con las membranas
celulares desiguales. Por el contrario, las células vivas repelen el colorante y aparecen

translacidas e incoloras.

8.2 .2 Cultivo de células K562

Las células K562 fueron la primera linea leucémica mioelégena inmortalizada.

Estas células son de eritroleucemia, y la linea se deriva de un paciente CML femenino
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de 53 afios en crisis blastica (Lozzio & Lozzio, 1975). Las células (pases 6 a 12)

crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 10% de suero
bovino fetal inactivado por calor, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina
a 37°C bajo atmosfera himeda con 95% de aire y 5% de CO,. Las células fueron
cambiadas peridédicamente a una densidad de 3-10° células/mL en flask nuevos y la
viabilidad fue superior al 95% en todos los experimentos como se pudo comprobar por

el método de exclusion de trypan-blue.

8.2.3Cultivo de células U937

Las células U937 son monocitos tumorales humanos estabilizados a partir de
linfoma histiocitico (Ghibelli y cols., 1998). Las células fueron cultivadas en medio
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal de ternero (FCS), y periédicamente
analizado para evitar la presencia de micoplasma usando el kit de deteccion de
micoplasma (Myco-alert TM, Cambrex Bio Science, Miladn, Italia). Los experimentos
fueron realizados sobre células en la fase logaritmica de crecimiento bajo condiciones
de al menos 98% de viabilidad, comprobandolo por el método de exclusion de trypan

blue.
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»3DE TERMINACIONDE LA
CONCENTRACIONDEL
CALCIOINTRACELULAR

8.8.1 Caracteristicas de los fluoréforos

El Fura 2-acetilmetiléster (Fura 2-AM) se ha convertido en los ultimos afios en una
herramienta fundamental para detectar variaciones intracelulares de la concentracion de
calcio. Entre sus caracteristicas destaca poseer una K4 para el calcio de 150-250 nM,
que le permite detectar variaciones de calcio muy pequeias (del orden de nM). Ademas
presenta dos longitudes de onda de excitacion, una a 340 y la otra a 380 nm, y una
longitud de onda de emisién de 505 nm, por lo que cuando el i6n calcio se une a la
molécula, se va a producir un incremento de fluorescencia emitida a 505 nm si
excitamos el fluoroforo a la longitud de onda de 340 nm, mientras que por el contrario a
la longitud de onda de 380 nm la fluorescencia emitida disminuye. Estas caracteristicas
garantizan que obtengamos una lectura de la concentracion de calcio correcta, e impide
los errores que conllevan el fotoblanqueo de la sonda o artefactos debidos a la
manipulacion de las muestras.

Otra cualidad importante de esta sonda es que presenta el punto isosbético (punto
de isofluorescencia) a 360 nm, lo que resulta util a la hora de monitorizar los cambios
en la fluorescencia no dependiente de calcio o para apreciar la pérdida de fluorescencia

. J +
(“quenching”), cuando la molécula se une a algunos metales pesados como el Mn”".
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El inconveniente que presenta el emplear esta sonda es que si nos excedemos tanto

en la concentracion de Fura 2-AM, como en el tiempo de incubacién de las células,
puede que las esterasas citosolicas no tengan la capacidad de romper todos los grupos
acetoximetil ester, que permiten que la sonda atraviese las membranas, y en tal caso se
puede originar compartimentalizacion de la sonda en diferentes orgénulos intracelulares.

Por su parte, el Fluo-4 también se usa para medir concentraciones de calcio dentro
de células vivas, y a menudo se usa en el criblado de alto rendimiento de ligandos de
receptor y canales idnicos permeables a calcio.

El Fluo-4, de fluorescencia verde, es una version mejorada de la sonda de calcio
Fluo-3. Es cominmente usada en su forma no fluorescente de acetoximetil éster (Fluo-4
AM), la cual sera cortada por las esterasas citosoOlicas para liberar el compuesto
fluorescente, el Fluo-4. Se carga mas rapido, es mas brillante a concentraciones
equivalentes y se excita bien en 488 nm, longitud del laser del argdn, el cual es usada a
menudo en laboratorios de investigacion bioldgica (Gee y cols., 2000). El unico
distribuidor y propietario de la patente es la compafiia Invitrogen, que a su vez la

adquiri6 de su inventor original, Molecular Probes.
8.8.2 Condiciones de carga del Fura 2-AM

Para llevar a cabo la carga con el Fura2-AM, incubamos las células HL-60
resuspendidas en Na-HEPES (= 4 - 10° células/mL) con el indicador fluorescente (2
uM) durante 45 minutos a 37°C en oscuridad y en presencia de plurénico al 0,04%. Una
vez finalizado el periodo de incubacion realizamos una centrifugacion suave (150 g)
durante 5 minutos y retiramos el sobrenadante, que contiene el exceso del fluoréforo
que no ha entrado en las células. Finalmente, resuspendemos el precipitado en nuevo
medio de Na-HEPES.

La determinacién de la concentracion de calcio intracelular se realiza empleando un
espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301 PC), en el que introducimos las muestras a
razon de 2 mL en la cubeta del espectrofluorimetro atemperado y con agitacion

continua. Asi garantizamos la homogeneidad de la suspension celular y mantenemos las
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muestras a una temperatura constante de 37 °C durante la realizacion de los

experimentos.

Las sustancias empleadas en los ensayos se afiadieron directamente en la cubeta a
partir de soluciones madre de diferentes concentraciones, para obtener en la cubeta la
concentracion final deseada. Las muestras se excitaron alternativamente con longitudes
de onda de 340 y 380 nm, y se recoge la fluorescencia emitida a la longitud de onda de
505 nm. Los cambios en la concentracion de calcio intracelular fueron monitorizados y
expresados como el ratio de la fluorescencia emitida cuando excitamos las células a 340

nm, dividido por la emitida al excitar a 380 nm (Ratio: 340/380).

3.8.8Condiciones de carga del Fluot-AM

Para llevar a cabo la carga con el Fluo-4, 1-107 células U937/mL se lavaron dos
veces en la solucion salina balanceada de Hank (HBSS) junto con 1 mg/mL de glucosa
y 650 mM de CaCl, para posteriormente incubar con 1 mM de Fluo-4-AM en oscuridad
a 20 °C durante 40 minutos. Después de eliminar el sobrenadante, las células U937 se
resuspendieron en HBSS en adicion a 1 mg/mL de glucosa y 650 mM de CaCl, a una
concentracion de 2-10° células/ml durante 20 minutos.

La determinacion de la concentracion de calcio intracelular se realizo por citometria
de flujo usando el citometro de flujo FACSCalibur y los datos fueron analizados con el

software WinMdi 2.9.

8.8.4 Tratamiento y elaboracién de los datos obtenidos

Una vez hemos registrado los valores de ratio de Fura-2 (340/380) de la
fluorescencia obtenida en los experimentos se calculd la concentracion de calcio libre
intracelular por el método de Grynkiewicz y cols., (1985), cuya formula se describe a

continuacion:
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En donde:- Ruin: Ratio de fluorescencia en medio libre de Ca*".

- Ruax: Ratio de fluorescencia en condiciones de saturacion de
Ca

- B: Cociente entre Sy (intensidad de fluorescencia en ausencia de
Ca® a 380 nm.) y S, (intensidad de fluorescencia del fura
saturado de Ca*" a 380 nm.

- K4: Constante de disociacion del indicador para el Ca2+, esta
suele variar en funcion de la temperatura. A 37 °C es de 214 nM

para el fura 2-AM, y de 400 nM para el fluo4-AM..

Para obtener estos parametros, se calibré cada experimento. La calibracion consiste
en saturar de calcio el medio extracelular anadiendo a la cubeta una concentracion final
de calcio de 1 mM. El Sy y Rpnax se obtiene cuando rompemos las células empleando una
solucion de Triton X-100 (0,05 %), para que todo el Fura 2 existente en el interior de las
células se ponga en contacto con el calcio. A continuacion se obtiene el S¢y Rpyin,

anadiendo una solucidn con una alta concentraciéon de EGTA (50 mM).
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54DETERMINACIONDE L
FOTENCIALDE
MEMBRANA

Para la determinacion del potencial de membrana se utilizd la sonda fluorescente
tetrametilrodamina (TMRM), JC-1 y la sonda MitoTracker Red.

La TMRM contiene en su estructura esteres etilicos y metilicos que permiten la
entrada de la sonda a las células o los organulos dependiendo del potencial de
membrana. Es por esto que se utiliza para calibrar el potencial de membrana
mitocondrial en células vivas.

Para llevar a cabo la carga con el indicador fluorescente, incubamos las células HL-
60 (=4 - 10° células/ml) con TMRM (1 uM) durante 30 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad. Una vez finalizado el periodo de incubacion realizamos una
centrifugacion suave (150 g) durante 5 minutos y retiramos el sobrenadante, que
contiene el exceso del fluor6foro que no ha entrado en las células. Finalmente
resuspendemos el precipitado en nuevo medio de Na-HEPES.

También usamos el JC-1 (10 pg/mL, 37° C, 15 minutos), que es uno de los
marcadores mas utilizados para detectar cambios en el potencial de membrana. Cuando
el potencial de membrana es bajo se encuentra en forma monomérica y emite en verde,
pero comenzard a agregarse y a emitir en rojo cuando el potencial de membrana
aumenta.

La determinacion de potencial de membrana mitocondrial se realiza empleando el

espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301 PC), en el que introducimos las muestras a
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razon de 2 mL en la cubeta del espectrofluorimetro atemperado y con agitacion

continua. Asi garantizamos la homogeneidad de la suspension celular y mantenemos las
muestras a una temperatura constante de 37 °C durante la realizacion de los
experimentos.

Las sustancias empleadas en los ensayos se afiadieron directamente en la cubeta a
partir de soluciones madre de diferentes concentraciones, para obtener en la cubeta la
concentracion final deseada. Las muestras se excitaron a una longitud de onda de 543
nm, y se recogio la fluorescencia emitida a la longitud de onda de 575 nm. Los cambios
en el potencial de membrana mitocondrial fueron monitorizados, y normalizados
presentandolos como cambios en la intensidad de fluorescencia con respecto al valor
inicial (F/Fy) y expresados como cambios en la intensidad de la fluorescencia emitida a
575 nm para el TMRM, y en el caso del JC-1 se recogié el ratio de fluorescencia
emitida a 590 nm (agregados) y 525 nm (mondmeros).

En el caso de las células U937, el potencial de membrana mitocondrial fue
detectado por incubacién con 100 nM de MitoTracker Red (MTR) durante 20 minutos.
Las células fueron posteriormente lavadas con PBS dos veces y después medidas por
citometria de flujo usando el citometro de fluyjo FACSCalibur y los datos fueron

analizados con el software WinMdi 2.9.
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5.5 DE TERMINACIONDE LA
ACTIVIDAD CASFASA-3,-8

y-9

Una vez se han sometido las células (=2 - 10° células/100 pl) a los distintos
tratamientos apoptoticos, se centrifugaron durante 5 minutos a 500 g.

Tras la centrifugacion, se resuspendieron 15 puL de suspension celular en 2,5 mL de
tampon de caspasa anadiendo 12,5 pL. de DTT (con una concentracién de 5 mM) y 2,5
pL. de NP40 (para una concentracion final del 0,001%) (Bejarano y cols., 2009). La
funcion de dichos detergentes es producir la lisis celular y liberar asi el contenido
citosodlico para que sea accesible después a los sustratos de caspasa.

Posteriormente, sobre los 2,5 mL de tampdn de caspasa se le afiadio el sustrato de
caspasa correspondiente (0,7 puL de sustrato de caspasa — 3 AC-DEVD-AMC, 2,5 puL de
sustrato de caspasa-8 AC-IEPD-AMC 6 2,5 uL de sustrato de caspasa-9 AC-LEHD-
AMO).

La actividad caspasa presente en el sobrenadante liberd el fluoréforo AMC (7-
amino-4-metilcumarina) del sustrato de caspasa, el cual puede ser facilmente
determinado con la ayuda de un lector de placas o un espectrofluorimetro.

La determinacion de la actividad caspasa se realizo empleando un lector de placa
de flurorescencia (Infinite M200; Tecan Autria GmbH, Groedig, Austria) a razén de 250
pL por pocillo, con longitud de onda de excitacion de 360 nm y de emision a 460 nm.

Cada sustrato poseen las secuencias especificas que cada caspasa reconoce para asi
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cortar y liberar el compuesto coloreado, momento en el cual este ultimo comienza a

emitir la sefial fluorescente.

En general, la medida de actividad caspasa se mide uniendo un péptido coloreado
tras el aspartico del sustrato especifico de cada caspasa, de manera que la hidrolisis
libere el compuesto fluorescente del tipo AMC. Normalmente se usan cumarinas.

Adicionalmente se midié un pocillo blanco, que contenia 250 puL. de PBS. Todos los
tratamientos se realizaron por duplicado.

Los datos fueron calculados como unidades de fluorescencia por miligramo de
proteina y se presentaron como incremento relativo respecto al nivel de pretratamiento

(muestras sin tratar) (experimento/control).
8.5.1 Cuantificacién de proteinas

La medida de la concentracion de proteinas con el reactivo Bradford, se basa en la
unién de un colorante Coomassie Blue G-250 a las proteinas. El colorante, en solucion
acida, esta en dos formas, una de color azul y la otra de color naranja. Las proteinas se
unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente de
extincion mayor que el colorante libre. Este método es sensible (1-15ug), simple,
rapido, barato y presenta pocas interferencias con otras sustancias (Bradford, 1976).

Para medir la concentracion de proteinas mediante Bradford, es necesario hacer
una recta patron con una proteina conocida, para posteriormente interpolar los valores

de absorbancia de nuestra muestra, y saber la concentracion de nuestras proteinas.
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3.6 VIADILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se evalud por el método de MTT basado en la capacidad de las
células viables para transformar de una sal de tetrazolio amarilla y soluble en agua a
formazan insoluble y de color purpura. La reduccidon enzimatica de la sal de tetrazolio
ocurre solo en células activas metabdlicamente, pero no en células muertas. Las células
fueron afiadidas en placas de 96 pocillos con una densidad de 2:10°/pocillo y
posteriormente incubadas en presencia de diferentes tratamientos. Tras los tratamientos,
el medio fue eliminado y se afnadid MTT en cada pocillos para posteriormente incubar
durante 90 minutos a 37°C en un bafo agitador como aparece ya descrito en (Uguz y
cols., 2009). Se eliminé el sobrenadante y se afiadi6 DMSO para disolver los cristales
de formazan. Los tratamientos se llevaron a cabo por duplicado. La densidad optica fue
medida en un lector de placas automdtico (Infinite M200; Tecan Austria GmbH,
Groedig, Austria) a 490 nm y 650 nm y presentado como incremento relativo al nivel

del pretratamiento (experimento/control).
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5.7 DE TERMINACION DE
ROSINTRACELULAR

La generacion de ROS se determind en una suspension de células HL-60 o K-562
cargada con dihidrorodamina-123 (DHR 123), en una concentracién de 20 puM durante
20 minutos a 37°C, usando un lector de placas (Bejarano y cols., 2011; Espino y cols.,
2011). Las células fueron excitadas a 488 nm y la fluorescencia se midi6 a 543 nm. Los
cambios en la generacion de ROS fueron registrados, y normalizados como incremento
relativo respecto al control.

Por su parte, la cantidad de ROS intracelular en células U937 fue determinada con
dos sondas diferentes: 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (H,DCFDA) vy
dihidrorodamina 123 (DHR) (Bejarano y cols., 2011). Las células fueron cargados con
10 uM de H,DCFDA, por incubacién a 27 °C en oscuridad durante 20 min. Esta sonda
es un compuesto no fluorescente al que la célula es permeable; una vez dentro de la
célula, es desesterificado y se vuelve fluorescente por oxidacion, siendo la fluorescencia
proporcional a la produccion de ROS. La generacion de ROS intracelular fue también
medida por incubacion de las células con 1 pM de DHR durante 20 minutos. Tras ser
cargadas, las células fueron lavadas dos o tres veces en PBS y se llevaron a cabo los
analisis por citometria de flujo usando el citometro de fluyjo FACSCalibur y los datos

fueron analizados con el software WinMdi 2.9.
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3.8 FVALUACIONDE LA
AFOrT0OSIS

Las células U937 fueron tefiidas con 10 pg/mL de Hoechst 33342 durante 20
minutos segun (Ghibelli y cols., 1999). Las células con morfologia nuclear apoptotica se
contaron usando un microscopio de fluorescencia (al menos 100 células en al menos
tres campos independientes) y se evalu6 la fraccion de células apoptdticas respecto del
total.

La tipica morfologia redonda de una célula sana y la vesiculacion nuclear
apoptotica eran los principales indicadores de la presencia de células apoptoticas. Las
dos morfologias principales de interfase, “budding” y “cleavage” son distinguibles por
la estructura de la membrana nuclear y la peculiar forma de la cromatina condensada en
los bordes, siendo una masa mas o menos sobresaliente en las células en budding o bien
una media luna no sobresaliente en las células en cleavage. La vesiculacion nuclear se
completa posteriormente con la separacion de las vesiculas, por un proceso de
invaginacion o de gemacion, y saliendo de la membrana nuclear externa e interna,
respectivamente, para alcanzar la morfologia fragmentada final. Los nucleos en budding
tienen masas prominentes de cromatina, mientras que los nucleos en cleavage tienen
cromatina condensada en forma de media luna. Budding y cleavage van desapareciendo
en momentos posteriores para dar paso a los nicleos fragmentados finales (De Nicola y

cols., 2006).
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3.9 TRATAMIENTO
FSTADISTICO

Cuando fue necesario, los datos se expresaron como la media + el error estandar de
la media. Las diferencias estadisticamente significativas se llevaron a cabo mediante la ¢
de Student, z de Wilcoxon o la U de Mann-Whitney, dependiendo de los requisitos que
reuniera el muestreo. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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Predambulo

A continuacién exponemos los resultados conseguidos en relacion con los objetivos
planteados previamente. Por razones de concision y fidelidad al desarrollo experimental
estos resultados se incluyen en el formato original de las publicaciones a las que han
dado lugar. En esta Tesis Doctoral no se han incluido datos preliminares o en fase
experimental de desarrollo.

Y aunque logicamente cada articulo contiene su propia discusion, hemos creido
apropiado incluir a continuacién de este apartado, otro de “Discusion General”, donde
aportamos una revisiéon conjunta de los resultados obtenidos, para poder tener una

percepcion mds integrada de la investigacion.

4.1. Las caspasas-3 y -9 son activadas en células mieloides humanas HL-60 por la
sefal de calcio.

4.2. Las caspasas inducidas por estrés oxidativo estin reguladas en células humanas
mieloides HL-60 por sefial de calcio.

4.3. La apoptosis inducida por TNFo en lineas celulares mieloides humanas es
dependiente de la generacion de ROS intracelular.

4.4. La apoptosis inducida por TNFa en una linea celular de linfoma histiocitico

humano es dependiente de la generaciéon de ROS y la sefalizacién de calcio.

75



Z* 4. RESULTADOS/RESULTS
N2

7|

Preamble

Following this lines we will show the results obtained relative to the objectives
previously suggested. For reasons based on the brevity and accuracy with the
experimental procedure, these results are included in their original format of the
publications where are collected. In this Doctoral Thesis neither preliminary data nor
experimental stage data have been included.

In spite of the fact that each article has it own discussion, we have decided to
include after this chapter another one called “Discusion General”, where we provide a
whole review about the results obtained, and thus having a more settled perception in

the investigation.

4.1. Caspase-3 and -9 are activated in human myeloid HL-60 cells by calcium signal

4.2. Oxidative stress-induced caspases are regulated in human myeloid HL-60 cells by
calcium signal

4.3. TNFo-induced apoptosis in human myeloid cell lines is dependent of intracellular
ROS generation

4.4. TNFa-induced apoptosis in human histiocytic lymphoma cell line is dependent of

ROS generation and calcium signaling.
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Caspase-3 and -9 are activated in human myeloid HL-60 cells

by calcium signal
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Abstract This study is aimed to detcrmine the role of
calcium signaling evoked by the calcium-mobilizing agonist
uridine-3'-triphosphate (UTF) and by the specific inhibitor
of the endoplasmic reicolum caleium reuptake thapsigargin
on caspase activation in human leukemia cell line HL-60.
We have analyzed cytosolic free calcium concentration
l[ii_"ﬂ1 ") determination, mitochondrial membrane potential
and caspase-3 and -9 activity by fluorimetric methods, using
the fluorescent ratiometric calcium indicator Fura-2, the dye
JC-1. and specific fluorogenic substrate, respectively. Our
results imdicated that meatment of HL-4) cells with 10 pM
UTP or 1 pM thapsigargin indoced a wansient increase in
[Ca®*], due to calcium release from intemal stores. The
stimulatory effect of UTP and thapsigargim on calcium sig-
nal was followed by a mitochondrial membrane depolar-
ization. Owr results also indicated that UTP and thapsigargin
were able to increase the caspase-3 and -9 activities. The
effect of UTP and thapsigargin on caspase activation was
time dependent, reaching a maximal caspase activity after
&0 min of stimulation. Loading of cells with 10 pM dime-
thyl BAPTA, an inraceliular calcium chelator, for 30 min
significantly reduced both UTP- or thapsigargin-induced
mitochondrial depolanzation and caspase activation. Simi-
lar results were obtained when the cells were pretreated with
10 pM Ru360 for 3) min. a specific blocker of calcium
uptake into mitochondria The findings suggest that UTP-
and thapsigargin-induced caspase-3 and -9 activation and
mitochondrial membrane depolarization is dependent on
rises in [Ca®"]. in human myeloid HL-60 cells.

Iy, Gonzsilez « J. Espino - L Bejarano - 1. 1. Léper -
A. B, Rodriguez « J. A, Pariente (2=0)

Department of Phy=iology, Faculty of Science,
Univemity of Extremadure, (6071 Badojoz, Spain
c-muil: parientedimexes

Reywords Apoptosis - Caspases - Calcium signal -
Thapsigargin - HL-&) cells

Abbreviations

BAPTA-AM 1 2-bisip-aminophenoxyjethane-N N N N-
tetraacetic acid-acetoxymethyl ester

|,"l.flalf i Cytosolic free calcium concentration

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropylydimethyl-
ammonio]- 1 -propanesul fonate

DMSO Dimethylsul foxide

DTT Dithiothreim]

EGTA Ethylene glyool-bis (2-aminoethyleter)-
NNN' N'-tetraacetic acid

ER/SR Sarco-endoplasmic retculum

FCCP Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)
phenyl-hydrazone

HEPES 44 2-hydroxyethyl)-1-
piperazinecthanesnlfonic acid

IP; Inositol 1.4 5-wiphosphate

PLC Phospholipase C

ROS Reactive oxygen species

SERCA Sarco-endoplasmic redculum Ca™t-
ATPase

TG Thapsigargin

uTP Uridine-5'-triphosphate

Introduction

Apoptosis s o pene-regulated form of cell death that is
critical for nomal development and tissue homenstasis. A
major component of the spoptotic machinery involves a
family of aspartic acid-directed cysteine proteases, called

F i) e
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caspases (cysteinyl aspartate-specific proteinases), which
cleave multiple protein subsmates en masse. leading to the
foss of cellular stucture and function and ultimately
resulting in cell death. Traditionally, two apoptotic path-
ways have been described: the cell-surface death receptor-
dependent extrinsic pathway and the mitochondria-depen-
dent intrinsic pathway [1]. Alternatively., apoptosis has
been reported to be induced by endoplasmic reticulum
stress which 8 mainly induced by a redoction in intralu-
minal free calcium concentration [2].

The caspase family comsists of at least 14 enzymes in
mammalian cells. In particular, caspases-3. -8, and -9 play
a relevant role in apoptosis: caspase-9, in the mitochondrial
pathway: caspase-8, in the Fas/CD95 pathway; and cas-
pase-3. more downstream, which is an executioner caspase
activated by multiple pathways [3. 4].

The cytosolic free calcium concentration [[Ca:'}c} s
mamtained at about 80100 oM, a very low level relative
to the extracellular fluid ([Ca® ' Jpe = 1.2 mM). The major
mechanism to lower [Ca®*. s calcium extrusion mediated
by the plasma membrane calcium pumps and by the Na™/
cat exchangers, [Ca®'] in the nuclear marix ([Ca®'],)
and in the mitochondrial matrix ([Ca®').) is similar to
[Ca®'].. However. other intracellular organelles maintain a
large calcivm concentration gradient versus the cytoplasm.
The most important calcium storage compartment is the
sarco-endoplasmic reticulum (ER/SE) in most cells.
Additionally. sarco-endoplasmic reticulum Ca” T -ATPase
(SERCA) pumps calecium imto the lumen of ER/SR. The
ER/SR provides a compartment from which calcium can be
mohilized to increase [Ca:"'L.. However, prolonged chan-
ges im calcium distibution mcuding an elevation in
[Ca* )., [Ca® .., and [Ca® "], and a decrease in [Ca” e
trigger a variety of cascades that lead to cell death [5].

Mitochondria are the major source of reactive oxvgen
species (ROS) in cells, Additionally . calcium accumulation
has been reported to stimulate mitochondrial ROS pro-
duction [6, 7]. Motably. if mitochondrial calcium uptake
triggers significant depolanzation, this may cause a
decrease in the mitochondrial membrane potential-depen-
dent complex [ll-mediated ROS formaton [5].

UTP is calcium-mobilizing purinergic agonist of HL-60
cells [B]. This agonist induces calcium signaling by binding
to a specific purinergic receptor of the P2Y ., subtype [9],
which has been previously shown to be present in HL-60)
cells [10]. This receptor signaling mvolves G-protein
activation of phospholipase C (PLC) with a subsequent
increase in the second messenger inositol 1.4 5-wisphos-
phate (IP3) (for review see [11]) [P, then initiates the
release of calcium from [P-sensitive calcim stores into
the cytoplasm.

In this study, we have investigated the role of calcium
signal in UTP- and thapsigargin-induced caspase activation

| Springer

in human leukemia cell line HL-6(). analyzing caspase-3
and -9 activation and mitochondrial depolarization.

Materials and methods
Materals

HL-60) 15-12 cell lime (BCACC No B8120805) is a variant
of HL-60 which is differentisting towards either nentro-
phils or monocytes. it was purchased from The European
Collection of Cell Cultures (ECACC) (Dorset, UK), Fura-2
acetoxymethyl ester (fura-2ZAM) and JC-1 were from
Molecular Probes (Leiden, The Netherlands) Bovine
serum - albumin, thapsigargm  (TG), dimethylsulfoxide
{DMSO). caspase-} (AC-DEVD-AMC) and 9 (AC-
LEHD-AMC) substrate, UTP, ethylene glycol-bis (2-am-
inoethyleter)-N NN N'tetraacetic acid (EGTA), dimethyl
BAPTA, carbonyl cyanide 4-(tnflucromethoxy)phenyl-
hydrazone (FCCP), and HEPES were from Sigma (Madnd,
Spaim). Ru36d was from Calbiochem (Madrnd, Spam).
RPMI-1640) medium and r-glutamine were from Lonza
(Verwiers, Belgium). penicillin, and streptomycin were
from HyClone (Utah, USA). All other reagents were of
analytical grade.

HL-&0 cells culture

Human promyelocytic leukemia HL-60 cells (passages
612 were grown in RPMI 1640 medium supplemented
with 2 mM r-glutamine, 10% heat-inactivated fetal bovine
serum. 100 UWml penicillin, 100 pg/ml streptomyein and
1.25% DMSO at 37°C onder 3 humidified condition of
95% air and 5% CO.. Cells were routinely plated at a
density of 3 = 107 cellsfml into fresh flasks and the via-
bility was =95% in all experiments as assayed by the oy-
pan-blue exclusion method

Measurement of cytosolic free calcium concentration
([Ca™ "]

Cells were loaded with fura-2 by incubation with 2 uM
fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2AM) for 45 min at 37°C
according to a procedure published elsewhere [12]. Once
loaded, the cells were washed and gently resuspended in
Na-HEPES solution containing (in mM): NaCL 140; KCL
4.7; CaCl,, 1.2; MgCh, 1.1: glucose, 10; and HEPES, 10
(pH 7.4). Fluorescence was recorded from 2 ml aliquots of
magnetically stired cellular suspension (2 = 10%cells/mL)
at 37°C by using a spectrofluorophotometer (Shimadzu RE-
5301-PC) with excitation wavelengths of 340 and 380 nm
and emission at 505 nm. Changes in [Ca™"], were moni-
tored by using the fura-2 340/380 nm fluorescence ratio
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and were calibrated according to the method of [13]. In the
experiments where calcium-free medium is indicated. cal-
cium was omitted and 1 mM ethylene glycol-his(2-ami-
noethylether)-N.N.N' N'-tetraacetic acid (EGTA)
added.

Wik

Measurement of mitochondrial membrane potential

HL-60 cells were lnaded with the cationic dye JC-1 (10 pg/
mb 37°C, 15 min) as described previously [14]. After dye
loading, cells were centrifuged and resuspended in fresh
Ma-HEPES. JC-1 accumulates in mitochondra forming red
fluorescent aggregates at high membrane potentials. At low
membrane potential, JC-1 exits mainly in the green fluo-
rescent monomeric form. Fluorescence was recorded from
2 ml of cell suspensions (4 x 10° cells/ml) at 37°C using a
spectroflvorophotometer (Shimadzn RF-5301-PCy. JC-1-
loaded cells were excited at 488 nom and emission was
detected at 59 nm (JC-1 aggregates) and 525 nm (JC-1
monomers). Data are presented as emission ratios (590
525).

Caspase activity assay

To dewermine caspase activity, stimulated or resting cells
were sonicated. and cell lysates were incubated with 2 ml
of substrate solution (20 mM HEPES. 2 mM ethyvlenedia-
minctetraacetic acid (EDTA), 0.1% CHAPS, 5 mM dithi-
othreitol (DTT), and 8.25 pM of caspase substrate; pH 7.4)
for 1 h at 37%C,. a5 described elsewhere [15]. Substrate
cleavage was measured by using a flunrescence spectro-
photometer (Shimadzz RF-5301-PC) with excitation
wavelength of 360 nm and emission at 460 nm. The
activities of caspase-3 ‘and -9 were calculated from the
cleavage of the respective specific fluorogenic substrate
{AC-DEVD-AMC for caspase-3 and AC-LEHD-AMC for
caspase-9), Preliminary experiments reported that caspase-
3 or -9 substrate cleaving was not detected in the presence
of the inhibitors of caspase-3 or 9. DEVD-CMK or
z-LEHD-FMK, respectively. The dati were calculated as
fluorescence units per milligram of protein and were pre-
sented as fold increase over pretreatment level (untreated
samples) (experimentalfcontrol ). It is worth noting that the
spontaneous caspase-3 and -9 activation (non-stumulated
contral cells) after 600 mmm were 1.02- and 1.09-fold
increase, respectively, comipared to caspase activities at the
beginning of the incubation (time = 0).

Statistical analysis
Data are expressed as means = SEM of the numbers of

determinations. Analysis of statistical significance was
performed by using the Mann-Whitney {/-test. To compare

the different treamments, statistical significance was calcu-
fated by one-way analysis of variance followed by Tukey's
multiple companson tests. P < 0.05 was considered to
indicate a statistically significant difference.

Results

It has been reported that a prolonged elevarion in [Ca® ],
amnd alterations in calcium homeostasis initiate the mito-
chondrial apoptotic pathway [5, 16] and induce endoplas-
mic reticulum stress that, in tum, leads to apoptosis [17]. In
the absence of extracellular calcium (calcium-free med-
ium ), fura-2-loaded HL-60 cells were treated both with the
calcium -mobilizing classical agonist UTP and thapsigar-
gin, a well-known SERCA inhibitor, As shown in Fig. la,
stimulation with 10 pM UTP induced a typical transient
increase in [Ca” '], due to calcium release from intemal
stores in HL-60 cells. Similardy, stimulation of cells with
1 pM thapsigargin caused a transient increase in [Ca® ],
(Fig. 1b). also reflecing the release of calcium from
imtermal pools. These increases mduced by UTP and
thapsigargin were also observed in the presence of normal
extracetiular calcmm (Fig. lc, d), though the levels of
calcium remained raised compared o those obtained in the
absence of extracellular calcium. In addition; HL-60) cells
were loaded with dimethyl BAPTA, an intracellular cal-
cium chelator, by incubating the cells for 30 min at 37°C
with 10} pM dimethyl BAPTA-AM. As expected in cal-
cium-free medium. dimethyl BAPTA loading prevented
either UTP- and thapsigargin-evoked [Ca™]. elevations in
HL-&0 cells (Fig. 1a, b).

In a medium containing 1.2 mM extracellular calcimm,
treament of cells with 10 pM UTP induced a mitochon-
drial membrane depolarization as detected by the decrease
in JC-1 fluorescence ratio (Fig. 2a). Treatment with 1 pM
FCCP, a mitochondrial uncoupler that collapses the mito-
chondrial membrane potential. induced maximal decrease
in JC-1 fluorescence (Fig. 2a, b). Treament with 10 pM
UTP evoked 28% of the effect observed with FCCP.
However, when HL-60 cells were loaded with dimethyl
BAPTA, UTP exerted a negligible effect on mitochondrial
membrane potential, suggesting that increases in [Ca®' ],
are reguired for UTP-evoked mitochondrial depolanzation
(Fig. 2a). Similar results were obtained when the cells were
prereated with 10 pM Ru3t) for 30 min. a specific
blocker of calcium uptake into mitochondria (Fig. 2a)
Similarly. in the presence of either dimethyl BAPTA or
Rultd. thapsigargin-evoked mitochondrial membrane
potential was significantly inhibited (Fig. 2b), which con-
firms that depletion of intracellular calcmm stores and
subsequent calcium uptake by the mitochondna induce
mitochondrial depolarization.

i Springer
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To examine the effect of calcium signal on caspase-3
activation, HL-60 cells were again treated with 10 pM
UTP or 1 pM thapsigargin for 1-60 min. Our results show
that both UTP (Fig. 33) and thapsigargin (Fig. 3b) were
able to increase the caspase-3 activity im HL-6&0 cells. The
effect of treaments with UTP and thapsigargin on caspase-
3 activity was tme-dependent, reaching a maximal caspase
activity after 60 min of simuolation (1.68 = 0.08 fold
increase and 1.67 = 008 fold increase im UTP- and
thapsigargin-treated cells, respectively; P < 0.05). How-
ever. as shown in Fig. 4a and b, either dimethyl BAPTA
loading or pretreamment with 10 pM Ro360 for 30 min,
were able to significantly reduce UTP- or thapsigargin-
induced caspase-3 activity.

Caspase-9 is an initator caspase that is mvolved in the
initial steps of mitochondrial apoptosis [18]. To mvestigate
whether the activation of caspase-3 by UTP or thapsigargin
i5 a mitochondrial apoptosis. we checked the caspase-9
activity in the presence of UTP or thapsigargin. As shown
in Fig. 5a, weatment of HL-60 cells with 10 pM UTP for
60 min induced a significant increase of caspase-9 activity
(1.90 = 025 fold increase. P <= 0.05). In addinon, 1 pM
thapsigargin was also able to induce activation of caspase-9
m HL-60 ecells (2.00+ 0.20 fold increase, P = 0.05)
{(Fig. 5b). Consistent with the results presented abowve.
when cells were loaded with 10 pM dymethyl BAPTA for
30 min, UTP- or thapsigargin-induced caspase-9 actvity
were significantly reduced (Fig. 5). Similar results were
obtained when HL-60 cells were pretreated for 30 min with

E Springer

10 pM Ru3e) (Fig. 5). Taken topether, these findings
strongly suggest that depleton of intracellular calcium
pook by both the calcium-mobilizing agonist UTP and
thapsigargin induces activation of caspase-3 and -9.

Discussion

Cytosolic caleium has been presented as a key regulator of
cell survival but this ton can also induce apoptosis in
response to a number of pathological conditions [5. 16]. In
addition, mitochondra were reported to accumulate caleium
provided eytosolic calcium rises exceed 400 aM orprovided
mitochondrial uptake dominates mitochondrial caleiom
extrusion [19], thereby leading to depolanzation of mito-
chondrial membranes [20]. Uptake of calcium into mito-
chondria stimulates the tricarboxylate cycle resulting in
augmented reduction of pyndine nucleotides. which may be
one of the mechanisms of the coupling of cell and metabolic
actvity [21]. On the other hand, exposure of mitochondria to
high cytosolic free calcium was shown to increase formation
of ROS [ 5], In retum, some cation channels such as ransient
receptor potential melastatin 2 were gated by the increased
ROS production [22]. Thenincreased calcium influx induces
more depolarization of mitochondria and ROS production
[23]. The feedback mechanisms caused to increased levels
of cell apoptotic factor in the cument study. Increased levels
of caspase-3 and -9 in the cument study may be explained
increase in ROS producton.
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Fig. 2 Effect of UTP und thapsigargin (TG0 on mitochongdrial
membmne polential. JC-E-loaded HL-60 cells were pretreated with
10 pM dymethil BAPTA, 10 pM Ru3&l or its vehicle {DMSO) for
) min, in a colcium-normal solmion ([Ca®* g = 1.2 mM}: and then
stimulaled with 10 pM UTP a) or 1 pM thapsigargin (TG) {b) and
1 pM FOCP (a, b, a5 indicated by the arrow. Truces are represen-
tative of 44 independent expenment=

Here, we reportthat the treatment of human myeloid cell
line HL-60) with the calcum-mobilizing agonist UTP
(10 pM) induced a transient increase in [Ca**). due to
calcium release from internal stores. This increase was
lorger in the presence of extemal calcium, as previously
reported [24]. In addition, dimethyl-BAPTA loading pre-
vents LI'TP-evoked [Ca:° |- elevations. These stimulatory
effects of UTP on calcium signal were followed by a
mitochondrial membrane depolarization and by a caspase-3
and initiator caspase<9 activities. To further investigate the
roke of calcium on caspase activation, we used the specific
inhibitor of the ER/SRE calcium reuptake thapsigarging
which fully depletes the intracellular calcium stores after
few minutes. Incubation of HL-60 cells with thapsigargin
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Fig. 3 Time-dependence course of caspase-3 activation induced by
UTP and thapsigargin { TG HL-60 cells were stimuluted wath 10 pM
UTP {a) or 1 pM thapsigargin (TG (b for varous periods of time
(1-60 min}l Cospase-3 activity was cstimited a5 desctibed under
‘Materiols und methods’ section. Values are presented as mean-
s + SEM of 67 scpamte experiments and expressed as fold menease
over the pretratment (untreated) level, * P (005 compared to
unireated sgmples

also induced a mitochondrial depolarization and caspases
activation. These results are similar than others previously
obtained in both our research group, i human plateles and
spermatozoa [25, 26] and others [27].

Stored calcium is crucial for a number of cellular
functions. including signal transduction cascades that
respond to stress conditions [28]. The filling state of the
intracellular calcium stores has been repored as a candi-
date to trigger the initiation of apoptotic events [29, 30].
Our findings indicate that the caspase activation caused by
depletion of intracellular calcium stores is probably due to
a mitochondrial membrane depolarization. and subsequent
releasing of inframitochondrial apoptosis promoting fac-
tors. We provide compelling evidences supporting that
mitochondrial calcium uptake evoked by risesin [11?.'11r |
induces mitochondrial membrane depolarization  (as
detected by the decrease in JC-]1 fluorescence ratio) and
caspase-9 and -3 activation. Our results also show that the
blockade of both cakcium uptake into mitochondria with
Ruidtd or rises in ['lCaﬂ ). were able to decrease caspase
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Fig. 4 Effect of calcium signal on caspase-3 activation. Dimethyl
BAPTA (10 pM for 30 min) or Bu360 (1) pM for 3 min) pretreated
cells were stimulated for 60 min with 10 pM UTP {a) or | pM
thapsigargin (TG (b, Caspase-3 activity was sstimuted as deserbed
under Materials and methods’ sedion, Values are presented as
means + SEM of 68 seporute experiments and expressed us fold
increase over the pretreatment {untreated ) level. ® £ =< (005

activation mediated by UTP and thapsigargin, which were
ahle to release calcium from intracellular stores.

O results are in agreement with the previous studies
obtined by Hajnoczky etal. [31]. whose data confirmed that
Ru36d s a potent inhibitor of the mitochondrial calcium
uptike in permeabilized H9c2 rat cardiac myoblast cells,
The effect [Ca: . elevation on mitochondrial membrane
potential and caspase activation is consistent with evidences
showing a interaction between mitochondria and imracel-
fular calcinm stores and the observation of close physical
contacts between both organelles [32. 33]. In fact. there is
both structural and functional evidence suggesting the
presence of specific and stable interactions between mito-
chondria and intracellular calcium stores (e.g. endoplasmic
reticulum) which facilitate a rapid flux of calcium from
endoplasmic reticulum to mitochondna [33-37] and these
tight endoplasmic reticulum-mitochondra couplings may
also serve to modulate calcinom release. In addition. it has
been suggested that mitochondria colocalize in small sub-
cellular regions where reticulum and mitochondria form

E Springer

Ruz&d -

Fig. 5 Effect of cloinm signul on caspase-9 activation. Dimethyl
BAPTA (10 puM for 30 mimi or Ru360 (10 M for 30 min) pretreated
cells were stimulsted for 60 min with 10 pM UTP {(a) or 1 pM
thapsi gurgin (TG) (h). Caspase-4 sctivity was estimuted a5 descrbed
under ‘Materinls and methods” section. Vulues are presenmted us
means + SEM of 648 scpurale expenments and expressed ac fold
increase over the pretreatment (imtrested) level, * # < (105

close contacts [37]. This has led to the concept of “intra-
cellular symapse” or “quasi-synaptic” calcium signal
trapsmission between mitochondria and reticulum coined by
Hajnozcky's group [32]. The endoplasmic reficulom-mito-
chondrial interface may be supported by direct links
between the organelles or by anchorage of the organelles to
cytoskeletal framework [31].

In conclusion, in this investigation. we concloded that
the calcium-mobilizing agonist UTP and the specific
inhibitor of the endoplasmic reticulum calcium renptake
thapsigargin stimulate mitochondrial membrane depolar-
ization and caspase-9 and -3 activation in human myeloid
cell line HL-&). Calcium signal-induced mitochondrial
depolarization and caspase activation requires intraceliular
calcium store depleton and rises in ['l'_'a:Ir k-
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Oxidative Stress-Induced Caspases are Regulated in Human Myeloid

HL-60 Cells by Calcium Signal

D. Gonzilez. I. Bejarano, C_ Barriga. A B. Rodriguez and J A Pariente”

Department of Physiology, Faculty of Science, University of Extremadura, 06071-Badajoz, Spain

Abstract: The present study is aimad to determme the role of Ca® signaling evoked by hydrogen peroxide (H,04) on
caspase activation in human lenkemia cell line HL-60. We have analysed cytosolic free Ca™" concentration {[Ca™'L)
determination. mitochondnal membrane potential and caspase-3 and -9 actvity by flucrimetnic methods, nsing the
fluorescent ratiometric Ca” indicator Fura-2, the dye JC-1, and specific fluorogenic substrate. respectively. Our results
mdicated that treatment of HL-60 cells with H.Oy mduced a transient merease m [Ca“]: due to O release from internal
stores. The stimmulatory effect of HyOy on Ca™ sigmal was followed by a mitochondrial membrane depolarization. Chir
results also mdicated that HyOu was able to increase the caspase-3 and -9 activities The effect of Hy(: on caspase
activation was time dependent, reaching 3 maximal caspase activity after 120 min of stmmulation. Loading of cells with
dimethyl BAPTA an intracellalar Ca™ chelator, sismificantly reduced HyOs-induced mitochondrial depolarization
:md 1 caspase activation. Similar results were obtained when the cells were pretreated with Ru360. a specific blocker of

- uptake into mitochondna The findings suggest that HyO;-nduced caspase-3 and -9 activation and mitochondnal
membram: depolanization is dependent on rises in [Ca™), in human mryeloid HI-60 cells.

Keywords: Apoptosis, caspases, Ca’

INTRODUCTION

Apoptosis or programmed cell death involves a number
of biochemical events, including the activation of a sertes of
cytosolic cysteine proteases. called caspases. which lead to
specific cell morphology changes and ultimately cell death
Traditionally, two apoptetic pathways have been described:
the cell-snrface death receptor-dependent extrinsic pathway
and the mitochondria-dependent infrinsic pathway [1].
Alternatively. apoptosis has been reported to be induced by
endoplasmic reticulum stress; which is mamly induced by a
reduction m miraluminal free calciom concentration [2].

One of the earliest and most consistently observed fea-
twres of apoptosis 15 the activation of caspases, which cleave
multiple protein substrates en masse, leading to the loss of
cellular structure and function and vlhimately resulting mn cell
death [3]. The caspase family consists of at least 14 enzymes
m mamimnalian cells. In particular, caspases-3. -8 and -9 play
a relevant role in apoptosis: caspase-9. m the mitochondrial
pathway; caspase-8, in the Fas/CD95 pathway; and caspase-
3, more downstream which is an executioner caspase acti-
vated by mmltiple pathways [4].

The cytosolic free Ca® concentration ([Ca’ ]} is main-
tained at about 80-100 oM, a very low level relanve to
the extracellular flud ([Caﬁ"}c =1.2 mM). The major
mechanism to lower [Ca’ ]: 1= Ca  extrusion medmted
by the plasma membrane Ca’” pumps and by the Na /Ca®”
exchangers. [Ca’7] in the nuclear matrix ([Ca’"L) and in
the mitochondrial matrix ([Cz Jo) is similar to [Ca™ ],

*Address comespondence po this author at the Depamment of Physiclogy.
Faculty of Science, University of Exmemadura, 06071 Badajoz. Spaim;

Tal: +34 224289300 ext. 86934, Fax: +34 924230388
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signal hvdrogen peroxide. HL-60 cells.

However, other intracellular organelles maintain a large Ca™
concentration gradient versus the cytoplasm. The most m-
portant Ca’ storage compartment i5 the sarco-sndoplasmic
reticnlum (ER/SE} in most cells. Additionallv. sarco-
endoplasmic reticulum Ca® -ATPase (SERCA) pumps Ca’
mnto the lmen of ER/SR. The ER/SE. provides a compart-
ment from which Ca° can be mol:lﬂ.tzed to increase [Ca’ ..
However, prolonged changes in Ca dismhunﬂn mcluding
an elevation in [Ca"].. [C8" . and [Ca™"], and a decrease in
[Ca™ |z trigger a variety of cascades that lead to cell death
[31

Mitochondria are the major sousce of reactive oxygen
species (ROS) in the cell. Superoxide (O,7) is generated by
the operation of complexes [ and 1T in the matrix and 15 con-
verted to hydrogen peroxide (H,O.) by Mn-superoxide dis-
mutase. Oy can also rapidly react with another free radical
namely. nitric oxide (NO), yielding more toxic BOS such as
peroxynitrite. Ameng other factors. Ca’ accummilation has
been reported fo stmmulate nutochondrial ROS production
As a storehouse for intracellular Ca’ , a source of ROS, and
a sensor of oxadative stress [6]. mutochondria play a key role
m regulation of apoptosis vnder a varety of pathological
conditions [7, 8]. Notably, if mitochondsial Ca™ uptake trig-
gers sipnificant depolarization this may cause a decrease in
the electrochemical potential across mitochondrial mem-
brane-dependent complex ITl-mediated ROS formation. Mi-
tochondrial Ca™ has been reported to trigger the mitochon-
drial NO synthase activity and cytoplasmic Ca’ may also
control the axaﬂabi]ﬂ} of NO through activation of the Ca*"
sensitive cytoplasmic NO synthase [9-13]. Although ROS
and Ca” have been separately reported fo be important me-
diators of apoptosis. little correlation between these two me-
diators has been reported.

©2010 Bentham Science Poblizhers Lid.
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In the present study. the suthors invesiigated whether
[Ca® ] plays a role in HiOs-induced caspase activation in
buman lenkemia cell line HL-60, analvzing caspase-3 and -2
activation and mitochondrial depolarization.

MATERIALS AND METHODS
Materials

HI-60 15-12 cell ine (ECACC N° 88120805) 15 a variant
of HL-60 which is differentiating towards either neutrophils
or monocytes, if was purchased from The European Collec-
tion of Cell Cultures (ECACC) (Dorset. UK.). Fura-2 ace-
toxymethyl ester (fura-2/AM) and JC-1 were from Molecular
Probes (Leiden. The Netherlands). Bovine serum albumin
dimethylsulfoxide (DMSO), caspase-3 (AC-DEVD-AMC)
and -0 (AC-LEHD-AMC) substrate, H; Q.. ethylene ghycal-
bis (2-amincethyleter)-IN. . N, N -tetraacetic acid (EGTA).
dimethyl BAPTA, carbonyl cyanide 4-(triflucromethoxy)
phenyl-hvdrazone (FCCP). and HEPES were from Sizgma
(Madrid, Spam). Fn360 was from Calbiochem (Madnd.
Spain). BPMI-1640 medivm and L-ghitamine were from
Lonza (Verwiers, Belgimm), penicillin and streptomycin
were from HyClene (Utah, USA). All other reagents were of
analytical grade.

HI-60 Cells Culture

Human promyelocytic lenkenua HI -60 cells (passages 6-
12) were grown i RPMI 1640 mediom supplemented with 2
mM I -glutamine, 10 % heat-inactivated fetal bovine serum.
100 U'ml pemicillin. 100 pg/ml. streptomycin and 1.25%
DMSO0 at 37°C under a humidified condition of 95% air
and 3% CO;. Cells were routinely plated at a density of
3 x 10° cells/mL into fresh flasks and the viability was ~93%
i all experiments as assayed by the trypan-blue exclusion
method.

Measurement of Cytosolic Free Ca™ Concentration

(I€a*]o

Cells were loaded with fura-2 by mcubation with 2 uhd
fura-2 acetoxymethvl ester {fura-2/AM) for 45 minutes at
37°C as described in our previous study [14]. Once loaded,
the cells were washed and gently resnspended in Na-HEPES
solution containing (in mM): WaCl 140; KCL 4.7; CaCl,.
1.2: MzCls. 1.1: glucose, 10: and HEPES, 10 {pH 7.4). Fluo-
rescence was recorded from 2 ml aliguots of magnetically
stirred cellular suspension (2 10% cells/mlL) at 37°C by us-
mg a spectrofinorophotometer (Shimadzu RF-5301-PC) with
excitation wavelengths of 340 and 380 nm and emission at
505 nm Changes in [Ca’ ] were monitored by using the
fura2 340/380 nm fluorescence ratio and were calibrated
according to the method of Grynkiewicz ef al. [15]. In the
experiments where Ca’ -free medium is indicated, Ca® was
onufted and 1 mM ethylene glhycol-bis(2-aminoethylether)-
M NN N -tetraacetic acid (EGTA) was added.

Measurement of Mitochondrial Membrane Potential

HL-60 cells were loaded with the cationic dye JC-1 (10
peml, 37° C. 15 minutes), as described previously [16].
After dye loading_ cells were centrifuged and resuspended in
fresh Na-HEPES. JC-1 accummlates in mitochondria forming
red fluorescent aggregates at high membrane potentials. At

Genzales ef al

low membrane potential JC-1 exits mamly m the green fluo-
rescent monomeric form Fluorescence was recorded from 2
ml of cell suspensions (4 = 10° cells/ml) at 37 °C using a
spectrofluorophotometer (Shimadem RF-5301-PC). JC-1-
loaded cells were excited at 488 nm and emission was de-
tected at 590 om (JC-1 agpgregates) and 325 om (JC-1
monemers). Data are presented as emussion ratios (390/523).

Caspase Actvity Assay

To determine caspase actrvity, sttomlated or resting cells
were sonicated. and cell lysates were mcubated with 2 ml of
substrate solution (20 mM HEPES, 2 mM ethylenedia-
minetetraacetic acid (EDTA). 0.1% CHAPS. 5 mM dithio-
threitol (DTT), and 825 pM of caspase substrate; pH 7.4)
for 1 hour at 37°C, as described elsewhere [17]. Substrate
cleavage was measured by vsing a fluorescence specirophe-
tometer (Shimadzu RF-5301-PC) with excitation wavelength
of 360 nm and emussion at 460 om, The actrvities of caspase-
3 and -9 were calculated from the cleavage of the respective
specific fluorogenic substrate (AC-DEVD-AMC for caspase-
3 and AC-TEHD-AMC for caspase-9). Preluminary experi-
ments reported that caspase-3 or -9 substrate cleaving was
not detected in the presence of the mhibitors of caspase-3 or
-0, DEVD-CME or z-LEHD-FMEK, respectively. The data
were calculated as fluorescence units per mulligram of pro-
tein and were presented as fold increase over pretreatment
level (untreated samples) (experimental'control). Protein
coicenfrations were estimated by the method of Bradford

[18].
H;, Treatment

H-0:. was added to the medinm at the concentrations to
be tested. HL-60 cells were premcubated with 1 mM or 100
ub HyOk or vehicle for different time incubation Once cells
were preincubated. subsequent experuments were carried out.

Statistical Analysis

Data are expressed as means = SEM of the nmmbers of
determinations. Analysis of statistical significance was pet-
formed by using the Student’s t-test. To compare the differ-
ent treatments. statistical significance was caleolated by one-
way analysis of vantance followed by Tukey’s multiple com-
patison tests. P<0.05 was considered to indicate a statisti-
cally sionificant difference
RESULTS

Measurement of Cytosolic Free Ca'™ Concentration

{[€a"T0)

It has been reported that a prolonged elevation in [Ca™].
and alterations in Ca’” homeostasis initiate the mitochondrial
apeptotic pathway [3. 19] and induce endoplasmic reticnlem
stress that. in turn, leads to apoptosis [20]. In the presence of
normal extracellular Ca™™ concentration, fura-2-loaded HI-
60 cells were treated with the reactive oxygen species H:O..
As shown m Fig. (1), stimulation 'mth 1 mM or 100 ubL
H;0, cansed a slow and sustained [Ca’ [, increase. which
reached a stable [Ca™"], platean after 5-7 minutes of admini-
stration [(Fig. (1A) and (1C)]. Fig. (1) also demonstrates that
the increase of [Ca’ ], induced by H.0- was also cbserved in
Ca®" -free medinm [Fig. (1B) and (1D)]. reflecting the release
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Fig. (1). Effect of H;O; on [Ca' .. Fura-2-loaded HI-60 cells were stinmlated with 1 mM (A and B) or 100 (M (C and Dy O, as indi-
cated by amows in & Ca*"-nomal {JCa*"],;=1.2 mM) (A and C) or -free sohition {([Ca° =0 mM + | mM EGTA) (B and D). in the ahsence
(control) or presence of dimethyl BAPTA (10 pM for 30 mun) (B and I¥). Traces are representative of 3-7 mdependent experiments

of Ca’™ from intracellular store(s). though the Ca’™ signpal
was smaller campa.red to those obtained in the presence of
extracelinlar Ca™ . In addition. HI-60 cells were loaded with
dimethy] BAPTA, an intracellular Ca*~ chelator, by incubat-
mng the cells for 30 mimites at 37°C with 10 pM dimethyl
BAPTA-AM. As expected, in Ca’free medum liuneﬂl‘d
BAPTA loading prevented H,0s-evoked [Ca” |, elevations
m HIL-60 cells [Fig. (1B) and (1D)].

Mitochondrial Depolarizaton

In a medium containing 12 mM extracellular Ca™
treatment of cells with 100 pM H.O. induced a mitechon-
drial membrane depolarization as detected by the decrease m
JC-1 fluoorescence ratio [Fig. (2A)]. Treatment with 1 pM
FCCP. a mitochondrial uncoupler that collapses the mito-
chondrial membrane potential induced maximal decrease in
JC-1 finorescence [Fig. (1A) and (2B)]. Treatment with 100
pM H;O; evoked 30% of the effect observed with FCCP
[Fig (2A)]. However. when HI-60 cells were loaded with
dimethyl BAPTA, 100 pM H.O, exerted a negligible effect
on mutochondrial membrane potential, suggesting that in-
creases in [Ca" |. are required for HaOy-evoked mitochon-
drial depolarization [Fig. (2A)]. Similar results were ob-
tained when the cells were p:reireated with 10 pM Ru360 for
30 min_ 3 specific blocker of Ca” uptake into mitochondria
[Fig. {-A)] Additionally, treatment of cells with 1 mM H,O;,
also mduced 2 mitochondnal membrane depelanization (30%
of the effect cbserved with FCCP). which was higher com-
pared to those obtained with 100 pnM H, O, [Fig. (2B)]. Simi-

larly, in the presence of either dimethyl BAPTA or Ru360. 1
mM H;Op-evoked mitochondrial membrane potential was
significantly inhibated [Fxg (2B)]. which confirms that de-
pletion of mtracellular Ca*™ stores and subsequent Ca™™ up-
take by the mitochondna induce mitochondnal depolariza-
tion

Caspase-3 and -9 Activities

To examine the effect of HyO- on caspase-3 actrvation.
HL-60 cells were treated with 100 M of HzOa for 10-120
mimmtes. Chur results show that H,O. was able to increase the
caspase-3 activity in HI-60 cells [Fig. (3A)]. The effect of
treatments with 100 pM H;O. on caspase-3 actovity was
time-dependent, reaching a maximal caspase activity after
120 munwtes of stinmlation (215 = 31 % above confrol:
P<1.05). However, as shown in Fig. (4A), either dymethyi
BAPTA loading or pretreatment with 10 pM Eu360 for 30
minptes, were able fo significantly reduce H,O,-mnduced
caspase-3 achivity.

Caspase-9 15 an initiator caspase that is involved in the
iniftal steps of nutochondnal apoptosis [21]. To wvestigate
whether the activation of caspase-3 by H;(Oy is a mutochon-
drial apoptosis, we checked the caspase-9 activity in the
presence of 100 pM HaO:. As shown in Fig. (3A). treatment
of HL-60 cells with 100 pM HyQ, induced a time-dependent
increase of caspase-9 activity, reaching a maximal caspaﬁe
activity after 120 munutes of stimmlation (182 = 54 % above
conirol, P<0. 0%). Consistent with the results presented
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above., when cells were loaded with 10 M dymethyl
BAPTA-AM for 30 munutes, H;O,-induced caspase-9 activ-
ity were significantly reduced [Fig. (4B)]. Similar sesults
were obtained when HL-60 cells were pretreated for 30 min
with 10 pM Ru360 [Fig. (4B)]. Taken together, these find-
ings strongly suggest that depletion of ntraceltular Ca®”
pools by beth the reactive oxygen specie HyO; mnduces acti-
vation of caspase-3 and -9.
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Fig. (2). Effect of hvdrogen peroxide (H;O;) on mifochondrial
membrane potential. JC-1-loaded HI-60 cells were pretreated
with 10 pM dymethil BAPTA-AM. 10 pM Bu360 or its vehicle
(DMS0) for 30 min. in a Ca™"-nommal solution ([Ca® J;=1.27 mM):
and then stimulated with 100 uM (A) or 1 mM (B} HyCh and 1 pM
ECCP as mdicated by amrows. Traces are representative of 4-8 nde-
pendent experiments

DISCUSSION

[Ca’]. increases regulate important cell process and,
recently. have been shown as a regulator of process related to
programmed cell death or apoptosis [3]. On the other hand
reactive oxygen species (ROS) are able to change the Ca’
signalling [22-24]. In addition, Ca™ overloading in mito-
chondria can induce an apoptotic program by stimulating the
release of apoptosis promoting factor like cytochrome ¢, and
by generating ROS due to respiratory chain damage [25. 26].
Mitochondria were reported to accunmlate Ca™ provided
cytosolic Ca® rises exceed 400 nm or provided mitochon-
drial vptake dominates mitochondrial Ca’ extrusion [27].

Ganzdles et al

thereby leading to depolarization of mitochondrial mem-
branes [28]. Uptake of Ca®” into mitochondria stimulates the
tricarboxylate cycle resulting in sugmented reduction of
pyridine nucleotides. which may be one of the mechanisms
of the conpling of cell and metabolic activity [29]. On the
othet hand. exposure of mitochondria to high cvtosolic free
Ca~ was shown to increase formation of ROS. In retum
some cation channels such as transient receptor potential
meflastatin 2 were gated by the increased ROS production
[30]. This increased Ca’ influx induces mere depolarization
of mutochendria and ROS production [29]. The feedback
mechanisms in HyO, exposed cells cansed to increased levels
of Ca” release in the current study. Increased levels of
caspase- 3 and -9 in the current study may be explained in-
crease in ROS produoction.
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Fig. (3). Time-dependence course of caspase activation induced
by HyOy. HL-60 cells were shomlated for vanious penods of time
(10-120 mum} with 100 pM HyQ,. Caspase-3 and -9 activities were
estimated as described wider Materials and Methods Values are
presented as means = SEM. of 6-7 separate experiments and ex-
pressed as percentage above control (untreated samples). *p = 0,05,
compared to control values.

Chur results show that treatment nf HIL-60 cells 1.5'ith H-0-
induced a transient merease m [Ca™ ). due to Ca™ release
from internal stores. This mcrease was more sustained mn the
presence of external Ca’ . In addition. dimethyl- BAPTA
loading prevents H:Oh-evoked [Ca’’]. elevations. Similar
results have been shown previously by other authors nsing
different cells [31, 32]. This stinmlatory effect of HyO; on
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Ca’ signal was followed by a mitochondrial membrane de-
polarization and by time-dependent stimmlation of caspase-3
(a key downstream effector of apoptosis) and mutiator
caspase-9 activities. These results are sumilar than other ones
previously obtained in onr research group, in human platelets
and spermatozoa [33. 34]. and others [33].
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Fig. (4). Effect of Ca®" signal on caspase-3 and -9 activation
induced by H; O, Dimethyl BAPTA {1{5 M for 30 min) or Fu360
{10 pM for 30 min) prefreated cells were stimulated for 120 min-
utes with 100 0 H,0.. Caspase-3 and -9 activities were estimated
as described under Matenals and Methods. Values are presented as
means = S EM. of 6-8 separate experiments and expressed as per-
centage above control (imireated samples). *p = 0,03,

Stored Ca® is crucial for a number of cellular functions,
mcluding signal transduction cascades that respond to stress
conditions [36]. The filling state of the intracellular Ca™”
stores has been reported as a candidate to frigger the mitia-
tien of apoptotic events [37. 38]. Our findings indicate that
the caspase activation cansed by depletion of intracellular
Ca™ stores is probably due to a mitochondrial membrane
depolarization. and subsequent releasing of intramitochon-
drial apoptosis promoting factors, We provide compelling
evidences supporting that mitochondrial Ca™ uptake evoked
by rises in [Ca’ .. induces mitochondrial membrane depo-
larization (as detected by the decrease in JC-1 fluorescence
ratio) and caspase-9 and -3 activation Our results alse show
that the blockade of both Ca™ uptake into mitochondria with

Currens Signal Transduction Therapy, 2010, Fol 5, No. 2 185

Ru360 or rises in [Ca” |, were able to decrease caspase acti-
vation mediated by H;O,, which was able to release Ca®”
from miracellular stores. These observations are in agree-
ment with previous studies showing that Hy0; can act as
regulator of mitochondrial activity [13. 39] and induce Ca™™
mobilization [40].

Owr results are in agreement with previons studies ob-
tained by [26], whose data cunﬂrmed that Bn360 15 a potent
inhibitor of the mitochondrial Ca®™™ uptake in permeabilized
H9c2 rat cardiac myoblast cells. The effect [Ca'_] elevation
on mitochondrizl membrane potential and caspase activation
is consistent with evidences showing a interaction between
mitochondria and intracellnlar Ca™ stores and the observa-
tion of close physical contacts between both organelles [41.
42]. In fact, thete is both structeral and fonetional evidence
suggesting the presence of specific and stable interactions
between mitochondria and intraceltolar Ca’ stores (ez. en-
doplasmic reticulum) which facilitate a rapid flux of Ca®
from endoplasmic reticulum to mitochondria [41, 43-46] and
these fight endoplasmic reticolum-mitochondria couplings
may also serve fo modulate Ca® release. In addition. it has
been suggested that mitechondiia co-localize in small sub-
cellular regions where reticulum and mutochondria form
close contacts [46] This has led to the concept of “infracel-
lular synapse” or “quasi-synaptic” Ca® signal transmission
between mitochendna and reticulum cowed by Hajnozekoy's
group [42]. The endoplasmic reticnlim-mutochondrial mter-
face may be supported by direct hinks between the organelles
or by anchorage of the organelles to cytoskeletal framework

[26].

In the present mvestigation we conchoded that the oxida-
tive stress produced by HyO; produces a transient increase in
[Ca™], due to Ca® release from internal stores in buman
myeloid cell line HI-60. This Ca®" increase leads to mito-
chondnal membrane depolanzation and. finally, caspase-9
and -3 activation.
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ABSTRACT

The present smdy is aimed fo determine the role of reactive oxygen species (ROS) production and
caletum signaling evoked by the tumor necrosis factor-alpha (TNFa) on apoptosis in the human
leukenua HL-60 and K562 cell lines. Our results show that treatment of both cell lines cells with 10
ng/ml TNFa leaded to a nise in the percentage of apoptotic cells after ¢ hours of treatment. We also
observed that the administration of 10 ng/ml. TNFa increased intracellular ROS production: as well
as a fime-dependent increase in caspase-8. -3 and -9 activities. Our results also show that the
pretreatment with well known antioxidants such as trolox and N-acetyl cysteine (NAC) partially
reduced the apoptotic effects caused by the admimstrafion of TINFo. Our findings suggest that
TNFo-induced apoptosis 15 dependent on alterations 1n mtracellular ROS generation in human

leukemia HI-60 and K562 cells.
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1
2 INTRODUCTION
3
4 Apoptosis or programumed cell death involves a number of biochemical events, inchuding the
5
g activation of caspases and phosphatidylserine exposure, which lead to specific cell morphology
3 changes and ultimately cell death Traditionally. two apopiotic pathways have been described: the
10
11 cell-surface death receptor-dependent extrinsic pathway and the mitochondria-dependent intrinsic
12
13 pathway (Fadeel and Orrenius 2005). Tumoral necrosis factor, TINFa. 15 a cytokine produced mainly
14
:g by activated macrophages and by several other types of cells to a lesser degree. It 1s involved in
:; systemic inflammation and it 25 a member of a group of cytokines which sttmulate the acute stage.
19
20 Additionally, it is capable of inducing different biolopical responses and it plavs a role in
21
22 inflammation, stress response and apoptosis, where it can indouce both pro- and anti-apoptotic
23
gg signaling. TNFo binds to two cell-surface receptors, TNF-R1 and TNF-R2, which in tun
g? oligomerize and bind the adaptor protein TNF receptor-associated death domain (TRADD), which
28
79 recruits additional adaptor proteins: receptor-interacting protein (RIF), TNF-R-associated factor 2
30
31 (TRAF2) and Fas-associated death donmam (FADD). In the apoptotic pathway this complex recruits
32
::3 caspase-8 molecules, which bind to FADD (Ashkenazi and Dixit 10090; Dhing and Yin 2004) and are
34
g‘g activated in the complex by dimenzation due to their high local concentration (Boatright and
;’; Salvesen 2003). Active caspase-8 then activates the effector caspases. primanly through the
39
40 cleavage of the Bel-2 family member Bid and the subsequent activation of the mitochondrial
41
42 pathway, serving as an amplifier of the sipnal (Scaffidi et al. 1998; Wajant et al. 2003).
43
i; Apoptosis can be also stimulated by oxygen reactive species (ROS) in several cell types
i? (Brookes et al. 2004; Gonzalez et al. 2010; Suzuki et al. 1997; Tan et al. 1998). Recently. it has been
48
49 reported that ROS can mediate the apoptosis induced by growth factors, such as transforming
50
51 growth factor-p (TGF-B) in human lens epithelial cells (Yao et al. 2007). or classical agonists. such
52
53 as thrombin in human platelets (Lopez et al 2007) or progesterone in human spermatozoa
54
35 jarano et al. 2008). In addition. ROS have been suggested to be important regulators of signaling
56 ] ) SBZE 1 2
gg pathways stimulated by TNF (Han et al. 2006a; Han et al. 2006b; Kaplowitz 2002; Shen and
59
60
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Pervais 2006). In the last two decades. a great deal of work has shown that both Oy~ and H:0: can
regulate many signaling pathways. Ox” and HxOn have different chemical properties and thus can
regulate different signaling pathways. Therefore. the role of ROS in TNF-stumulated apoptosis may
be overstated 1n some cells. although in other cells. ROS appear to play an essential role (Han et al.
2009).

In the present work we investigated whether ROS play a role in the activation of extrinsic
pathway apoptosis induced by TNFao in two luman leukepua cell lines. such as human

promyelocyiic leukenua HL-60 and homan myelogenous leukenua K-562 cells.

MATERIALS AND METHODS
Material

HIL-60 15-12 cell line (ECACC No 88120805) and K-562 cells were purchased from The
European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Dorset. UK). HEPES. cyeloheximide (CHX),
trolox. N-acetyl cysteine (WAC). Thiazolyl Blue Tetrarolium Bromide, dihydrorhodamine 123,
caspase-3 (AC-DEVD-AMC) and © (AC-LEHD-AMC) subsirate. and TNFo were purchased
from Sigma Chemuical Co. (5t Louis, MO, USA). Hoechst 33342, ionomyein were purchased from
Calbiochem (San Diego, CA USA): fetal calf semm (FCS), L-glutanune, penicilling streptomyrin

and EPMI 1640 were from Lonza All other reagents were of analytical grade.

Cell culture

Human promyelocytic leukenia HI-60 15-12 cells are a variant of HL-60 wlich is
differentiating towards either nevtrophils or monocytes. K562 cells were the first human
immortalised myelogenous leukenda line to be established. K562 cells are of the erythrolenkemia
type, and the line is derived from a 33 year old female CML patient m blast crisis (Lozzio and
Lozzio, 1975). Cells (passages 6-12) were grown in RPMI 1640 medium supplemented with 2 mM

L-glutamine, 10 % hear-inactivated fetal bovine sernm, 100 U/ml pemeilling 100 pg/mL
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7 streptomryein and 1.25% DMSO at 37°C under a humidified condition of 95% air and 5% CO,.
3
4 Cells were routinely plated at a density of 3 = 10° celis/mL info fresh flasks and the viability was
5
? =05% in all experiments as assayed by the trypan-blue exclusion method.
8
]
10 5
11 Cell Viability Assay
12
13 Cell viability was evaluated by the MTT assay based on the ability of viable cells o convert
14
:g a water-soluble, vellow tetrazolium salt into a water-insoluble, purple formazan product. The
:; enzyvmatic reduction of the tetrazolium salt happens only in living. metabolically active cells but not
;g in dead cells. Cells were seeded in 96-well plates at a density of 2-10°/well and subsequently
21
a2 exposed fo different treatments. After the treatments. the medium was removed and MTT was added
23
24 to each well and then incubated for 20 min at 37°C in a shaking water bath as previously described
25
g? (Uguz et al. 2009). The supernatant was discarded and DMSO was added to dissolve the formazan
%g crystals. Treatments were camed out i duplicate. Opfical density was measired in an aufomatic
30
79 plate reader (Infinite M200: Tecan Austria GmbH, Groedig, Austria) at 490 nm and 650 nm and
32
33 presented as percentage of MTT reduction respect to the pretreatment level.
34
35
36
g; Intracellular ROS determination
ig Intracellular ROS generation was determuned in a suspension of DHR-123 loaded HL-60
41
42 and E-562 cells (20 pM for 20 minutes at 37°C) using a microplate reader as previously described
43
44 (Bejarano et al. 2011; Espino et al. 2011). Cells were excited at 488 nm and reading fluorescence
45
i? was measured at 543 nm Infraceliular ROS generation changes were monitored, and nommalized as
:g fold increase over the pretreatment level (experimental/'control).
LD
1 Caspase activiry assay
L2
53 To determine caspase activity, stinulated or resting cells were sonicated. and cell lysates
54
gg were incubated with 2 ml of substrate solution (20 mM HEPES, 2 mM ethylenedianinetetraacetic
g; acid (EDTA). 0.1% CHAPS, 5 mM dithiothreitol (DTT), and 8.25 uM of caspase substrate; pH 7.4)
59
60
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for 1 hour at 37°C, as described elsewhere (Bejarano et al. 2009). Substrate cleavage was measured
by using a fluorescence microplate reader with excitation wavelength of 360 nm and enmssion at
460 nm. The activities of caspase-3. -8 -9 were calculated from the cleavage of the respective
specific fluorogenic substrate (AC-DEVD-AMC for caspase-3. AC-TEPD-AMC for caspase-8 and
AC-LEHD-AMC for caspase-2). Preliminary experiments reported that caspase-3 or -9 substrate
cleaving was not detected in the presence of the inhibitors of caspase-3.-8 or -9. DEVD-CMEL
IEPD-CMEK or z-IEHD-FME. respectively. The data were calculated as fluorescence units per
milligram of proten and were presented as fold increase over pretreatment level (unireated

samples) (experimental'control).

Statistical analysis

Diata are expressed as means = SEM of the numbers of detenninations. Analysis of statistical
significance was performed by using the Mann-Whitney's U-test. To compare the different
treatments. statistical significance was calculated by one-way analysis of vanance followed by
Tukey's multiple companson tests. P<0.05 was considered to mndicate a statistically significant

difference.

RESULTS

The effects of TINFa on the cell viability of HL-60 and K-562 cells are shown in Figure 1.
Cells were siimulated with 10 ng/ml TNF-u for various periods of time (048 hours), and then cell
viability assay was camied out. After 12 hours of treatment. cells treated with TNFo significantly
decreased the cell viability respect to control cells, reaching the lowest cell viability after 48 hours
of treatment (550 = 56 and 682 = 6.5 % in HL-60 and K-362 cells. respectively, p=0.03). No
significant differences on cell viability were assessed between cells treated with TNFa alone and

cells treated with TNFa in combination with CHEL an inhibitor of protein biosimthesis in eukaryotic
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; organisms (Messina et al. 2012), produced by the bacterium Streprompyces grisens (data not shown).
E Additionally, in order to assess if an infrinsic pathway of apoptosis was implicated in the
g decrease of cell viability induced by TINFa. we determined the infracellular ROS peneration For
g flus, HL-60 and E-562 cells were treated with 10 ng/'ml. TNFa and mtracellular ROS production
:? was deternuned. In both cell lines, intracellular ROS production induced by TINFa was sigmficantly
E higher than control cells since 3 hours of treatment (Figure 2). Our results also show that treatment
}g of both cell lines with 10 ng/mL TNFa increase in a time dependent manner the intracellular ROS
e generation, as detected by the increase in DHR-123 flucrescence (Figure 2A and 7B).
-j;g To examne the effect of TINFo on caspase activation cells were again treated with 10
§2| ng/ml of TNFa for different periods of fume (0-24 hours). and the enzymatic activity of caspase-8,
gg -3 and -9 were deternuned. Our results show that the administration of 10 ng'ml. TNFa produces a
g? time-dependent increase of the caspase-8 activity in both HL-60 and K-562 cells (Figure 3).
gg However, the pretreatment of HL-60 and K-562 cells with two well-known antioxidant agents, such
%? as trolox (100 pML 30 min) and N-acetyl cysteine (NAC) {1 mM. 1 hour) reduced significantly the
%E caspase-8 activity induced by TINFo during the whole expeniment 1n HI-60 cells (Figure 34) |
g’g while in the cell lime K-562 (Figure 3B) this inlubitory effect of trolox and NAC was only seen after
¥ 6 h of stimulation with TNFo.
ig Additionally. our results also show that TNFo was able to increase the caspase-3 activity in
i; HI-60 (Figure 4A) and K-362 cells (Figure 4B). The effect of treatments with 10 ng/ml. of TNFu
E on caspase-3 activity in HL-60 was time-dependent. reaching a maximal caspase activity after 24
i? hours of stimmlation (215 = 031 fold-increase; P<0.05. Figure 4A) In addition either
ig pretreatments of HL-60 cells with 100 pM trolox for 30 minutes or 1 mM NAC for 1 hour. were
g? able to significantly reduce TNFo-induced caspase-3 activity (Figure 4A) In the case of K-562
g% cells, the stimulatory effect on caspase-3 activation evoked by TNFa was slower. showing a
g% significant increase in caspase-3 activation after 6 hours of TINFo treatment (Figure 4B). Similarly,
g; when K-562 cells were pretreated with both anfioxidants, trolox (100 pb, 30 min) and WAC (1
59
60
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mM. 1 hour), the caspase-3 activity was reduced after 6-24 h after treatment with TNFa (Figure
4B).

Finally caspase-9 is an initiator caspase that 15 involved in the inifial steps of mitochondrial
apoptosis (Bejarano et al 2009). To investigate whether the activation of caspase-3 by TNFa is a
mitochondrial apoptosis, we checked the caspase-9 activity in the presence of TNFo. As shown in
Figure 5, treatment of HIL-60 and K-562 cells with 10 ng/ml. of TINFa induced a time-dependent
increase of caspase-2 activity, reaching a maximal caspase activity after 24 hours of stimulation
(182 = 034 and 1.75 = 0.58 fold increase in HL-60 and K-362 cells; respectively, P=0.053).
Consistent with the results presented above, when both cell lines were loaded with 100 pM trolox
for 30 numutes, TNFe-induced caspase-0 activity were significantly reduced at the 12 and 24 hours
of TINFu treatments. Similar results were obtained when both cell lines were pretreated for 1 hour
with 1 mM NAC (Figure 3).

Taken together. these findings strongly suggest that apoptosis mediated by TNFa is

dependent of ROS generation in both myeloid cell lines like HI-60 and K-562.

DISCUSSION

Tumor necrosis factor a (TNFa) produced by activated macrophages is a cytokine that
influences growth, differentiation. and apoptosis processes in most cell types (Goeddel et al. 1986)
and plavs important roles in virus inactivation responses and inflammation In a process that is sfill
not well characterized. complex I intemalizes and converts into a caspase-8 activating, death
inducing complex, complex I with additional recruitment of FADD and procaspase-8 (Micheau
and Tschopp, 2003). The activity of complex II 15 nommally mhibifed by c-FLIP. a protease dead
caspase-8 homolog that competes for caspase-8 binding to FADD (Irmler et al 1997). Some other
investigators have observed caspase-8 activation with different profemn inhibitors (Chang ef al

2006; Kreuz et al. 2001; Micheau et al. 2001), and even serum-deprived condifions (Gallardo ef al.
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1
2 2003) although the mechanism of the last one remains unclear.
E Here, we report that the treatment of two human mveloid cell lines, such as HI-60 and K-
? 562, with TNFa induced apoptosis in absence of CHX. Similar resulis have been assessed in these
g cell line and others with different concentrations of CEHX and even in absence of CHZ (Siripin et al.
1? 2011). including U937 cell lines with a higher concentration of TINFao (20 ng/m[. TNFa) (Kim et al.
‘]% 2010).
14

}g Secondly. our results also show that treatment of human mveloid cell lines HI-60 and K-562
]; with TNFa induced an merease in intracellular ROS generation. In addition. trolox and N-acetyl
-Iag cysteine loadings prevent TNFo-evoked ROS production Simular results have been shown
gé previously by other authors using munne hepatocytes and cultured human wmbilical vein EC
gg (HUVEC), where several concentrations of TNFo induced ROS production (Ding and Yin 2004;
g? Sakon et al. 2003). This stimmlatory effect of TNFa on ROS production was followed by time-
gg dependent stimulation of caspase-3 (a key downstream effector of apoptosis) and mitiator caspases -
g? 8 and -9 activities. These results are similar than other ones previously obtained in our research
§§ group, in U237 cells (in preparation). and in other groups where 10 ng/ml. TNFo induced caspase
gg activation (Corda et al. 2001; Ding et al. 2004).
i An increase in intracellular ROS production has been reported as a candidate to trigger the
i’ﬁ initiation of apoptotic events (Castedo et al. 1996; Jacobson et al. 1994). Cur findings indicate that
i; the caspase-3 activation caused by the activation of caspase-8 pathway is probably due fo an
E increase in intraceliular ROS generation, and subsequent releasing of inframitochondrial apoptosis
i? promoting factors. We provide compelling evidences supporiing that caspase-8 activation, induces
ig ROS generation (as detected by the increase of DHR-123 fluorescence) and caspase-2 and -3
ﬁ? activation. Our results also show that the presence of anfioxidants such as trolox and NAC were
g% dble to decrease caspase activation mediated by TNFo. which was able to promote caspase-8
gg activation. These observations are in agreement with previous studies showing that TNFao can act as
g; regulator not only of extninsic pathway of apoptosis but infrinsic pathway too i hepatocyies
59
60
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(Wullaert et al. 2006; Zhao et al. 2003). Our results are in agreement with previous studies obtained
by Ding and Yin (Ding and Yin 2004), whose data confirmed that trolox is a potent inhibitor of
ROS generation in hepatocytes.
As we mentioned, TNF-alpha can trigger not only cell death but cell survival pathway too.
Tt 15 well known that TNF-alpha alone does not induce cell death in most cell lines or even apply
TNF-alpha alone in vivo to mice. because TNF-alpha mduces NF-kB pathway rather rapidly which
blocks the cell death pathway. The findings that TNF-alpha alone induced cell death in both HLGD
and K562 cells are surprising and interesting. Thus. further investigation fo elucidate whether NF-
kB pathway 1s impaired in these two cell lines after TNF-alpha treatment will be carried ouf.
In the present investigation we concluded that the fumor necrosis factor, TNFo, produces an
mfracellular ROS generation in humans promyelocytic leukenia and erythroleukemia cell lines HL-
60 and K562, respectively. This intracellular ROS production leads to caspase activation and,

finally, cell death.
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1
pd Figure captions
3
4
5
6
T Fipure 1: Effect of TNFa on cell wiability. HL-60 (A) and E-562 (B) cells were treated with 10
8
4 ng'ml. TNFa for different periods of time {048 hours) and affer cell viabilitv was defermined as
10
H indicated in Matenals and Methods section. (V= 12). *p=0.05 compared with untreated cells at the
]3 same time.
15
16
17
18 Figure 2: Effects of TNFo on intracellular ROS generation. HI-60 (A) or K-362 (B) cells were
19
20 stained with dihydrothodamine 123 (DHE-123) and then cells were incubated in the presence of 10
21
gi ng/ml TNFa for different periods of time (3-24 h) and intracellular ROS generation was measured
%8 as described in Material and Methods section. The results are presented as fold-increase above the
26
27 control value (experimental/control). (N=6). *p<0.05 compared with control.
28
29
30
i; Figure 3: Effects of TINFo on caspase-8 activity. HL-60 (A) or E-362 (B) cells were preincubated
gi with 100 pM Trolox for 30 mumutes or 1| mM N-acetyl cysteine (NAC) for 1 hour and then were
35
1g treated with 10 ng/ml. TNFa for 3-24 howurs. Caspase-8 activity was measured as indicated in
7
38 Material and Methods. Results are presented as fold increase above the control wvalue.
39
i? (expenimental/control) (N = 6). *p<0.05 compared with control. Zp<20.05 compared with treated
ﬁ cells with TNFa alone.
44
45
45
47 Figure 4: Effects of TNFa on caspase-3 activity. HL-60 (A) or K-362 (B) cells were preincubated
418
gg with 100 pM Trelox for 30 minutes or 1| mM N-acetyl cysteine (NAC) for 1 hour and then were
f; treated with 10 ng/mL TNFa for 3-24 hours. Caspase-3 activity was measured as indicated in
-t
gg Material and Methods. Results are presented as fold increase above the control value
RE
EE {expenimental’control). (W = 8). *p=0.05 compared with control, #p=0.05 compared with cells
AT
58 treated with TNFao alone.
59
60
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Figure 5: Effects of TiNFo on caspase-@ activity. HL-60 (A) or K-562 (B) cells were preincubated
with 100 pM Trolox for 30 minutes or 1| mM N-acetyl cysteine (NAC) for 1 hour and then were
treated with 10 ng'ml TINFa for 3-24 hours. Caspase-9 activity was measured as indicated in
Material and Methods. Results are presented as fold increase above the control value
(expenmental/control) (N = 4). *p=<0.05 compared with control. #p=0.05 compared with treated

cells with TNFu alone.
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Figure 1: Effect of TNFa on call viability, HL-60 (A) and K-362 (B) cells were treated with 10 ng/mL TNFo
for different periods of time {0-48 hours) and after cell viability was determined as indicated in Matarials

and Methods section. (W = 12). *p<0.05 compared with untreated cells at the same tima.
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Figure 2: Effects of TNFa on intracellular ROS generation. HL-60 (A) or K-562 (B} cells wera stainad with

dihydrorhaedamine 123 (DHR-123] and then cells were incubated in the presence of 10 ng/mL TNFa for

different periods of time (3-24 h) and inbracellular ROS generation was measured as described in Material

and Methods section. The results are presented as fold-increase above the control value

(experimental/control). (M = &), *p<0.053 compared with control.

200x284mm (72 x 72 DPI)

17



4. RESULTADOS/RESULTS

Page 21 of 23 Cell and Tissue Research

W= M WP -

[ -
1

g

Caspase-3 activity
(Fold-increase)

e

ER mF+Trolox

EmiFnac

g
x
o
o

P
T

i
'.]—|
0«

2

(Fold-increase)

Caspase-3 activity
7

B'c L] L] | | .l ] L] L] 1 L] l- 1 .I Ll L
3hours 4.5hours 6 hours 12 hours 24 hours

Figure 4: Effects of TNFa on caspase-32 activity, HL-60 [A) or K-562 (B) cells were preincubated with 100
pM Trolex for 30 minutes or 1 mM N-acetyl cysteine (NAC) for 1 hour and then were treated with 10
ng/mL TNFa for 3-24 hours. Caspase-3 activity was measured as indicated in Material and Methods.
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Figure 3: Effects of TNFa on caspasa-8 activity. HL-60 (A) or K-562 (B} cells were preincubated with 100

pM Trolox for 30 minutes or 1 mM N-acetyl cysteine (NAC) for 1 hour and then ware treated with 10

ng/mL TNFa for 3-24 hours. Caspase-8 activity was measured as indicated in Material and Methods.

Results are presented as fold increase above the contrel value, (experimental/contrel} (N = B8). *p<0.05

compared with contrel. #p<0.05 compared with treated cells with TNFa alene.
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ABSTRACT

The present study is aimed to determine the role of reactive oxygen species
(ROS) production and calcium signaling evoked by the tumor necrosis factor-alpha
(TNFa ) in combination with cycloheximide (CHX) on apoptosis in the human
histiocytic lymphoma cell line U937. Our results show that treatment of U937 cells with
10 ng/mL. TNFa in combination with 1 u g/mL. CHX leaded to several Ca2+
alterations. These stimulatory effects on calcium signals were followed by intracellular
ROS production and mitochondria membrane depolarization, as well as a time-
dependent increase in caspase-8 and -9 activities. Our results also show that the
pretreatment with well known antioxidants such as trolox and N-acetyl cysteine (NAC)
partially reduced the apoptotic effects due to the administration of TNF « plus
cycloheximide. Furthermore, a novel nanoparticle with antioxidant properties,
nanoceria, had a stronger protective effect than trolox or NAC. Our findings suggest
that TNFa plus cycloheximide-induced apoptosis is dependent on alterations in

cytosolic concentration of calcium [Ca**]. and ROS generation in human histiocytic

U937 cells.
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INTRODUCTION

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-«) is a cytokine produced mainly by
activated macrophages, and in minor quantities by several other types of cells. It is
capable of inducing different biological responses and it plays a role in inflammation,
stress response and apoptosis, where it can induce both pro- and anti-apoptotic
signaling. TNF « binds to two cell-surface receptors, TNF-R1 and TNF-R2, which in
turn oligomerize and bind the adaptor protein TNF receptor-associated death domain
(TRADD), which recruits additional adaptor proteins: receptor-interacting protein
(RIP), TNF-R-associated factor 2 (TRAF2) and Fas-associated death domain (FADD).
In the apoptotic pathway this complex recruits caspase-8 molecules, which bind to
FADD [1,2] and are activated in the complex by dimerization, due to their high local
concentration [3]. Active caspase-8 then activates the effector caspases, primarily
through the cleavage of the Bcl-2 family member Bid and the subsequent activation of
the mitochondrial pathway, which serves as an amplifier of the signal [4,5].

On the other hand, calcium is a key regulator of cell survival since the cytosolic
free Ca®* concentration ([Ca®*].) is an important regulatory factor for a large number of
cellular processes such as muscle contraction, metabolism, secretion, cell differentiation
and apoptosis. [Ca®*]. is maintained at about 80-100 nM, a very low level
relative to the extracellular fluid ([Ca2+]o =1.2 mM). The major mechanism to
lower [Ca™]. is Ca®* extrusion mediated by the plasma membrane and
endoplasmic reticulum Ca” pumps and by the Na'/Ca®* exchangers. [Ca®*] in the
nuclear matrix ([Ca2+]n) and in the mitochondrial matrix ([Ca2+]m) is similar to
[Ca2+]c. However, other intracellular organelles maintain a large Ca®" concentration
gradient versus the cytoplasm. The most important Ca™ storage compartment is
the sarco-endoplasmic reticulum (ER/SR) in most cells. Additionally, sarco-
endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) pumps Ca’* into the lumen of
ER/SR. The ER/SR provides a compartment from which Ca®* can be mobilized to
increase [Ca**].. However, prolonged changes in Ca® distribution including an
elevation in [Ca**]., [Ca™ ], and [Ca™], and a decrease in [Ca®*]ER trigger a variety

of cascades that lead to cell death [6]. On the other hand, mitochondria, in adittion
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to participate in Ca”* homeostasis, are the major source of reactive oxygen species
(ROS) in the cell. Superoxide (O, ) is generated by the operation of complexes I and III
in the matrix and is converted to hydrogen peroxide (H,O,) by Mn-superoxide
dismutase. Apoptosis can be stimulated by ROS in several cell types [7-10]. Recently, it
has been reported that ROS can mediate the apoptosis induced by either growth factors,
such as transforming growth factor- 3 (TGF- () in human lens epithelial cells [11], or
classical agonists, such as thrombin in human platelets [12] or progesterone in human
spermatozoa [13].

Antioxidant therapy is the novel frontier and treat an impressive series of severe
human diseases, and the search for adequate antioxidant drugs is fervent. Cerium oxide
nanoparticles (nanoceria) are a nanoparticle which is well-tolerated by the organism
[14], has anti-inflammatory properties [15], and are neuro- [16] and cardioprotective
due to their antioxidant properties [17]. At the cellular level, it generally exerts
prosurvival and antiradical effect [18, 19]. This anti-apoptotic effect only affects the
redox-dependent apoptosis and correlates with the amount of Ce™ ions and not with
oxygen vacancies. Recently, it has been demonstrated that Ce™*/Ce* redox reactions are
responsible for the outstanding biological properties of nanoceria [20]. The cell
antioxidant effects of nanoceria may be explained by its antioxidant capability
reported in abiotic experiments. In some cell/particle experimental systems, the
Fenton effect described in vitro for nanoceria [21] may occur and overrule the
nanoceria antioxidant effect [22]. However, the antioxidant effect of nanoceria on TNF-
mediated apoptosis is still poorly studied.

Here, we try to elucidate the role of intracellular calcium as well as intracellular

ROS generation in TNF « -induced apoptosis in human histiocytic lymphoma cell line

U937.
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MATERIALS AND METHODS

Material

Cycloheximide (CHX), puromycin (PMC), thapsigargin, ethylene glycol-
bis(beta-aminoethyl-ether)-N,N,N',N'-tetraacetate (EGTA) and TNF o were purchased
from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA); Hoechst 33342, ionomycin were
purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA); fetal calf serum (FCS), L-

glutamine, penicillin, streptomycin and RPMI 1640 were from Lonza.

Cell culture

U937 are human tumour monocytes stabilized from a histiocytic lymphoma
[23]. Cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS), and routinely checked for absence of mycoplasm by using a
mycoplasm detection kit (Myco-alert TM, Cambrex Bio Science, Milano, Italy).
The experiments were performed on cells in the logarithmic phase of growth

under condition of >98% viability, as assessed by trypan blue exclusion.

Evaluation of apoptosis

Apoptosis was quantified as previously described [24]. Briefly, cells were
stained with 10 u g/mL Hoechst 33342 for 20 minutes. Cells with nuclear apoptotic
morphology, detected using a fluorescence microscope were counted (at least 100 cells
in at least three independent fields) and the fraction of apoptotic cells among total cells
was evaluated.

The typical round morphology of a health cell and the apoptotic nuclear
vesiculation, indicating the presence of apoptotic cells, may be assessed. The two main
interphase morphologies, budding and cleavage, are distinguishable for the nuclear
membrane structure and the peculiar shape of chromatin clamps condensing at the

borders, being either a protruding, budding mass in the budding cells, or a
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nonprotruding crescent in cells in cleavage. Nuclear vesiculation is then completed with
separation of the vesicles, by budding or by invagination and sealing of the inner and
outer nuclear membrane, respectively, to reach the final fragmented morphology.
Budding nuclei have protruding chromatin masses, whereas nuclei in cleavage have
chromatin condensed increscent shapes. Budding and cleavage decline at later times to

give rise to the final fragmented nuclei [25].

Intracellular calcium determination

1+10"/ml cells were washed twice in Hank’s balanced salt solution (HBSS) + 1
mg/ml Glucose + 650 mM CaCl, and loaded with 1mM Fluo4-AM in the dark at 20 °C
for 40 min. After dye removal, cells were resuspended in HBSS + 1 mg/ml Glucose +
650 mM CaCl, at the concentration of 2¢10%ml for 20 min. Then, analyses were
performed by flow cytometry using FACSCalibur flow cytometer and data were

analyzed with WinMdi 2.9 software and calibrated according to [26].

Intracellular ROS determination

Intracellular ROS were determined with two different dyes: 2')7'-
dichlorofluorescin diacetate (H2ZDCFDA) and dihydrorhodamine 123 (DHR) [27]. Cells
were loaded with 10 1 M H2DCFDA, by incubation at 37°C in the dark for 20 min.
This probe is a non-fluorescent cell-permeable compound; once inside the cell, it is
deesterified and turns fluorescent upon oxidation, fluorescence being proportional to
ROS production. Intracellular ROS generation was also measured by incubation of cells
with 1 ¢ M (DHR) for 20 minutes. After loading, cells were then washed two or three
times in PBS and analyses were performed by flow cytometry using FACSCalibur flow

cytometer and data were analyzed with WinMdi 2.9 software.
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Mitochondria membrane potential determination

Mitochondrial membrane potential was detected by staining of cells with 100 nM
MitoTracker Red (MTR) for 20 minutes. Cells were then washed with PBS twice and
subsequently assayed by flow cytometry using FACSCalibur flow cytometer and data
were analyzed with WinMdi 2.9 software.

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using Wilcoxon's test between groups, and
Friedman's test when comparisons of different times of the same treatment were
considered. P values < 0.05 were considered significant. Data are presented as mean +

S.E.M.

RESULTS

Tipically, the TNF « -induced apoptosis needs the presence of cycloheximide
(CHX), an inhibitor of protein biosynthesis in eukaryotic organisms, produced by the
bacterium Streptomyces griseus. For assessing it, we induced apoptosis incubating the
U937 cells at 37°C with 10 ng/mL TNF « in combination with 1 x g/mL CHX. After 3
hours of treatment, it was possible to see morfological differences between treated and
non-treated cells (Figure 1A and 1B). The maximal apoptosis percentage in cells treated
with TNFa + CHX reached 56.34 + 7.05% (Figure 1C) after 4 hours of treatment,
which was significantly higher than non-treated cells (7.52 + 1.90%). However, there
were no significative differences between control cells and cells which were treated for
3.5 hours either with 1 g/mL CHX (5.50 £ 1.00%) or 10 ng/mL TNF« alone
(8.00£1.00%).

Furthermore, we tried to investigate if TNF « -apoptosis depends on the specific
interaction TNF o -CHX, or if any protein inhibitor could make the same effects. For

this, we treated U937 cells with 10 ng/mL TNF o in combination with 1 x g/mL
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puromycin (PMC), an inhibitor which is a protein synthesis inhibitor by inhibiting

translation. It is previously contrasted that PMC trigger intrinsic pathway with higher
concentrations (10 u g/mL) [28], and directly or indirectly elicit oxidation reactions
[23, 29]. After 4 hours of treatment, no significant differences were reported in
apoptosis percentage produced by TNF « + CHX (56.34 + 7.05%) and TNF « + PMC
(60.00+4.95%) (Fig. 1C).

It has been previously reported that alterations in Ca™ homeostasis, and
particularly a prolonged and sustained elevation in [Ca”"l, initiate the mitochondrial
apoptotic pathway [6, 30] and induce endoplasmic reticulum stress that, in turn, leads to
apoptosis [31, 32]. As shown in Figure 2A, stimulation of Fluo4-loaded U937 cells with
10 ng/mL TNF o plus 1 z g/mL CHX induced a decrease in [Ca®*]. in U937 cells at
2,5 h and eventually an increase at 4,5 h. In addition, U937 cells were loaded with
EGTA, or dimethyl BAPTA-AM, extracellular and cytosolic calcium chelators,
respectively [33], by incubating at 37 °C for 20 min with 650 © M EGTA or for 30 min
at 37°C with 10 g M dimethyl BAPTA. As expected, these loadings diminished
calcium signal in U937 cells. However, when the cells were preincubated with the water
soluble derivative of vitamin E trolox (100 uM) for 30 min, or 200 x g/mL nanoceria
for 40 min, [Ca®*]. did not decrease, and even increased in the case of nanoceria.

We also investigated the relevance of the calcium homeostasis on TNF- « -
induced apoptosis by the pre-incubation of U937 cells with EGTA or dimethyl
BAPTA-AM. The pretreatment with 650 u M EGTA for 20 min significantly reduced
the apoptosis induced by the administration of 10 ng/mL. TNF« plus 1 # g/mL CHX
(Fig. 3A) at all time tested by us. Similar results were obtained when cells were
preincubated with 10 ¢ M dimethyl BAPTA for 30 minutes, but the effects were
weaker than those caused by EGTA (Figure 3A).

Deregulated increase of cytosolic Ca® may develop in cell stress and damage,
and many sensors of Ca®™ alterations activate either cell-protective or pro-apoptotic
responses [34]. Calpains are a set of Ca®* sensitive cysteine proteases activated by

micromolar (micro-calpains) or millimolar (milli-calpains) cytosolic Ca® levels [35].
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Ca”" alterations may elicit at least two pro-apoptotic signals via calpain
activation, activating Bax by direct cleavage or through processing of Bid [36]. In
order to elucidate the relevance of calpains, U937 cells were preincubated with 50
u g/mL calpain inhibitor for 45 minutes and then were stimulated with 10 ng/mL
TNF« in combination with 1 M CHX. Calpain inhibitor was able to reduce
significantly the apoptosis produced by TNF « + CHX after 4 hours of treatment (37.31
+ 3.36% versus 56.34 + 7.05%, Figure 3B). Previously, we stated that 50 u g/mL
calpain inhibitor alone did not produced an increase in apoptosis compared with control
(data not shown). Addiotionally, we induced a calcium stress in U937 cells using
ionomycin (500 nM), an ionophore produced by the bacterium Streptomyces
conglobatus and a well established activator of cPLA2 [37], in order to study the
possible implication of calpains. Ionomycin produced 27.00 £ 12.73% and 41.00 +
1.00% of apoptosis after 3 and 4 hours of treatment, respectively. As expected, the
preincubation with 50 u g/mL calpain inhibitor for 45 minutes inhibited the effect
caused by ionomycin at all time tested by us (Figure 3B). Taken together, these results
suggest that calpains participate in TNF o + CHX-induced apoptosis.

Additionally, in order to study the possible role of ROS on TNF- « -induced
apoptosis, the effect of two well-known antioxidant agents, such as trolox and N-acetyl
cysteine (NAC), on TNFa + CHX-induced apoptosis was evaluated. Consequently,
U937 cells were preincubated with trolox (100 uM) for 30 min, or 1 mM NAC for 1
hour. Furthermore, we also preincubated 200 4 g/mL nanoceria for 40 min for
assessing the effectiveness of this nanoparticle as antioxidant. As it is shown in Figure
4, trolox, NAC and nanoceria reduced the percentage of apoptosis after 2.5 hours of the

treatment with 10 ng/mL TNF « in addition to 1 x g/mL CHX, suggesting that there is
an implication of intracellular ROS generation in TNF o + CHX-induced apoptosis. In

order to assess if an intrinsic pathway of apoptosis was implicated, we determined the
mitochondrial membrane potential as well as intracellular ROS generation. For this,
U937 cells were again preincubated with 100 mM trolox for 30 minutes, and then,

apoptosis was induced by 10 ng/mL TNF « in combination with 1 x g/mL. CHX. Our
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results show that treatment of cells with 10 ng/mL TNF « plus 1 u g/mL CHX induced
a mitochondrial depolarization compared to control cells, as determined by a decrease
of MTR fluorescence intensity (Figure 5A). In addition, the flow cytometry studies
showed that TNFa + CHX treatment increased the intracellular ROS generation,
determined by DHR and H2DCFDA (Fig. 5B and 5C). However, treatments of cells
with trolox and nanoceria was able to revert significantly the mithodondrial
depolarization and ROS generation induced by the co-treatment of cells with TNF «
and CHX (Fig. 5).

Finally, we checked if TNF « -mediated apoptosis was a caspase-dependent
process pre-incubating the cells with z-VAD (10 z M, 1 h), a cell-permeant pan caspase
inhibitor that irreversibly binds to the catalytic site of caspase proteases and can inhibit
induction of apoptosis. The pre-incubation of U937 cells with z-VAD dramatically
reduced percentage of apoptosis induced by 10 ng/mL TNF« plus 1 p g/mL. CHX
during the whole experiment (Fig. 6A). Alternatively, to examine the effect of TNF «
plus CHX on caspase-8 activation, U937 cells were pre-incubated with a caspase-8
inhibitor (10 x M) for 1 h at 37 °C. The effect of treatment with this inhibitor was also
able to significantly reduce TNF « -induced apoptosis after 2 hours of treatment (Figure
6B). Caspase-9 is an initiator caspase that is involved in the initial steps of the
mithocondrial apoptosis [38]. To investigate whether the apoptosis by TNF plus CHX is
a mitochondrial process, we checked this pre-incubating with a caspase-9 inhibitor (10

u M) for 1 h. As it is shown in Figure 6B, when cells were pre-incubated with caspase-

9 inhibitor, apoptosis evoked by TNF o plus CHX was again significantly reduced.

DISCUSSION

Tumor necrosis factor o (TNFa ) produced by activated macrophages is a
cytokine that influences growth, differentiation, and apoptosis processes in most cell
types [39] and plays important roles in virus inactivation responses and inflammation.

In a process that is still not well characterized, complex I internalizes and converts
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into a caspase-8 activating, death inducing complex, complex II, with additional

recruitment of FADD and procaspase-8 [40]. The activity of complex II is normally
inhibited by c-FLIP, a protease dead caspase-8 homolog that competes for caspase-8
binding to FADD [41]. The above-described results show that the caspase-8 activation
pathway which is inhibited by c-FLIP can be turned on by the inhibition of protein
synthesis not only with cycloheximide, but with puromycin too. Some other
investigators have observed caspase-8 activation with different protein inhibitors [42-
441, and even serum-deprived conditions [45] although the mechanism of the last one
remains unclear.

Here, we report that the treatment of human histiocytic lymphoma cell line
U937 with 10 ng/mL TNF o« in combination with 1 p g/mL CHX induced apoptosis.
Similar results have been assesed in this cell line with a higher concentration of TNF «
(20 ng/mL TNF « in combination with 1 r g/mL CHX) [46] as well as acute leukemia
cell lines HL-60, MV4-11, K-562 and Molt-4 with different concentrations and even in
absence of CHX [47].

Secondly, we assessed that the apoptosis induced by is partially dependent of
[Ca2+]c. Our results agree with the work Cerella et al. ([48]), who had identified a set of
sequential Ca®* changes; two very early ones occured prior to any other apoptotic
alterations, whereas a late change coincided with the appearance of apoptosis.
Interestingly, the two pre-apoptotic changes occurred simultaneously in all treated cells,
i.e., at fixed times post-treatment, whereas the later one occurred at varying times, i.e.,
within a wide time range, concomitantly with the other apoptotic events. Once cells had
reached the propensity to undergo apoptosis, they abandoned the pro-apoptotic stages in
an apparently stochastic way, perhaps needing a further signal that transformed
propensity into a molecular signal transduction of apoptosis.

In our work, the TNFa + CHX-mediated apoptosis was higher in the presence
of external calcium. In addition, dimethyl-BAPTA loading reduced TNF o /CHX-
induced apoptosis. Cells treated with TNF o« + CHX showed a reduction in [Ca™]. 2,5

hours and 3,5 hours after the treatment; this coincides with the previous phase of

apoptosis, where is characterized by high ER/low[Ca**]., which may instead label the
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“‘willingness’” to enter apoptosis, and at 4,5 hours, when the apoptosis is occuring,

[Ca®™]. is increased. Curiously, pretreatment with trolox and nanoceria not only
prevented this changes in [Ca2+]c, but even increased it slightly. It could be understood
by cell as a pro-survival signal. This changes of calcium signal were followed by ROS
generation, a mitochondrial depolarization and by the activity of initiator caspase-9.
These results are in agreement with Kim et al.([49]), which suggested that
cryptotanshinone can sensitize TNF « -induced apoptosis in human myeloid leukemia
KBMS-5 cells, which appears through ROS-dependent activation of caspase-8 and p38.

We provide compelling evidences supporting that this increase of calcium
signal was followed by an increase in intracellular ROS generation and subsequently,
in a mitochondrial membrane depolarization. This depoliarization leads to a caspase
activation.

In this study nanoceria was non-toxic, decreased ROS generation, and preserved
the viability of damaged cells. Our results also show that the antioxidant effect of
nanoceria is more potent than other typical antioxidant such as trolox or NAC. These
results concord with Celardo et al. [20], where the same cell line U937 was induced to
apoptosis with puromycin, hydrogen peroxide and etoposide (VP-16). Nanoceria was
also found to scavenge free radicals in murine insulinoma cells treated with
hydroquinone [50], in cultured retinal neurons treated with H,O, [51], and normal
human colon cells [18]. Novel applications of nanoceria in the growing field of
nanomedicine are appearing every day, including tissue engineering and specific
drug targeting [22]. This work contributes to show the potential pharmacological effects
of nanoceria.

According to this results, a part of the apoptotic signal due to TNF « in U937
cells leads to the intrinsic pathway of apoptosis, not only extrinsic pathway. According

to Ghibelli & Diedrich [36], TNFa + CHX-induced apoptosis may involve an

activation of the pro-apoptotic protein Bax through three different ways. In the first one,
the calcium stress leads to an activation of calpains which cleaves Bid and,
subsequently, Bax is activated. The second one would be mediated by oxidative stress

which may produce a disulfide dimerization. The last one is the Bax activation through
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the classical extrinsic pathway. This model could explain that the only total inhibition
we could see was the pretreatment with z-VAD, because since it is an pancaspase
inhibitor, it inhibits caspase-3, the point where both intrinsic and extrinsic pathways
converge.

In summary, the results show that intracellular ROS generation and calcium
signaling are implicated in TNF- o plus CHX- mediated apoptosis in U937 cells. In
addition, we can also show that nanoceria was the most potent antioxidant to revert the
effects of this TNF- o plus CHX-mediated apoptosis in human histiocytic lymphoma

cell lines.
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Figure captions

Figure 1: Morphological differences induced by TNF « plus cycloheximide (CHX) or
puromycin (PMC). U937 cells were stained with 10 u g/mL Hoechst 33342 for 20
minutes and then the fraction of apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials

and Methods section. A) Non-treated cells. B) Cells were treated with 10 ng/mL TNF «
plus 1 M cycloheximide (CHX) for 3,5 hours. C) Time course of apoptosis induced
by 10 ng/mL TNF« plus 1 u g/mL CHX or 1 u g/mL puromycin (PMC). (N = 8).

*p<0.05 compared with control.

Figure 2: Effect of TNFa on [Ca2+]c. Fluo4-loaded U937 cells were evaluated as
indicated in Matherials and Methods. A) Cells were pretreated with 10 1 M BAPTA-
AM or 650 M for 30 minutes at 37°C, and then were stimulated with 10 ng/mL
TNFa plus 1 u M cycloheximide (CHX) for various periods of time. B) Cells were
preincubated with 100 uM Trolox for 30 minutes or 200 u g/mL nanoceria for 40 min
at 37°C and then were treated with 10 ng/mL TNF« and 1 g g/mL CHX.(N = 4).

*p<0.05 compared with control. *p<0.05 compared with TNF o. + CHX alone.

Figure 3: Implication of calcium signal in TNF « plus cycloheximide (CHX)-induced
apoptotsis. U937 cells were stained with 10 x g/mL Hoechst 33342 for 20 minutes and
then the fraction of apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials and

Methods section. A) Cells were pretreated with 650 ¢ M EGTA for 20 minutes or 10
u M BAPTA-AM for 30 minutes, and then were stimulated with 10 ng/mL TNF « plus
1 u M cycloheximide (CHX) for various periods of time. B) Cells were preincubated
with 50 p g/mL calpain inhibitor for 45 minutes and then were treated with 500 nM
ionomycin or 10 ng/mL TNF « in combination with 1 u M cycloheximide.(N = 4).
*p<0.05 compared with control. *p<0.05 compared with TNF . + CHX alone. &p<0.05

compared with ionomycin alone.
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Figure 4: Effect of antioxidants on TNF o + CHX-induced apoptotsis. U937 cells were

stained with 10 u g/mL Hoechst 33342 for 20 minutes and then the fraction of
apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials and Methods section. A) Non-
treated cells. B) Cells preincubated with 100 uM Trolox for 30 minutes and then treated
with 10 ng/mL TNF « in addition to 1 u M cycloheximide (CHX) for various periods
of time. C) Cells were preincubated with 100 uM Trolox for 30 minutes, 1 mM N-acetyl
cysteine (NAC) for 1 hour or 200 u g/mL nanoceria for 40 min and then were treated
with 10 ng/mL TNFa and 1 p g/mL CHX.(N = 6). *p<0.05 compared with control.
#p<0.05 compared with TNF o + CHX alone.

Figure 5: Effects of TNFa plus cycloheximide (CHX) on membrane potential and
intracellular ROS generation. A) U937 cells were stained with 100 nM MitoTracker
Red (MTR) for 20 minutes and then mithocondrial membrane potential ( ¢ m) was
measured by flow-cytometry. The results are presented as fold-increase above the
control value. B) Cells were stained with 1 p M dihydrorhodamine 123 (DHR) for 20
minutes and then ROS generation was measured. The results are presented as fold-
increase above the control value. C) U937 cells were stained with 10 M 2'.7'-

dichlorofluorescin diacetate (H2ZDCFDA) for 20 minutes and then ROS generation was
measured. The results are presented as fold-increase above the control value
(experimental/control), (N =4). *p<0.05 compared with control. #p<0.05 compared with

TNF « + CHX alone.

Figure 6: Implication of caspase activity in TNFa + CHX-induced apoptosis. Cells
were stained with 10 u g/mL Hoechst 33342 for 20 minutes and then the fraction of

apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials and Methods section. A) Time

course of apoptosis produced by the preincubation of 10 © M pancaspase inhibitor for
1 hour and then 10 ng/mL TNF « in addition to 1 p g/mL CHX were added. B) Cells

were pretreated with 10 © M caspase-8 inhibitor or 10 u M caspase-9 inhibitor for 1
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hour, and then were treated with 10 ng/mL TNF « in combination with 1 x g/mL
cycloheximide (CHX). (N = 4). *p<0.05 compared with control. *p<0.05 compared with
TNF + CHX alone.
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5.DISCUSION GENERAL

La apoptosis es un proceso que en las ultimas décadas ha comenzado a ser
estudiada en profundidad. Esta importancia no se debe solamente al papel que juega este
proceso en el desarrollo embrionario o en la homeostasis tisular, sino también porque
sus desequilibrios, tanto por exceso como por defecto, estan relacionados con algunas
de las enfermedades de mayor calado entre la poblaciéon mundial, tanto por el nimero
de afectados como por el interés medidtico. El defecto de apoptosis estd relacionado con
enfermedades autoinmunes y cancer, donde se produce una acumulacién excesiva de
células. El exceso de apoptosis, por su parte, estd relacionado con enfermedades
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer) y con SIDA, entre otros. Resulta, por tanto,
interesante la perspectiva de conocer a fondo el mecanismo apoptético para un avance
en la farmacologia de estas enfermedades.

La linea celular HL-60 es una linea celular leucémica que se ha usado
tradicionalmente para investigaciones sobre como se forman ciertos tipos de células
sanguineas. Las HL-60 proliferan continuamente en cultivo de suspensién con medio
nutritivo suplementado con suero bovino fetal, L-glutamina, HEPES y antibiéticos. El
tiempo de desdoblamiento se encuentra en torno a los 36-48 horas. Esta linea celular fue
extraida a partir de una mujer de 36 afos con leucemia promielocitica aguda en el
Nacional Cancer Institute de Estados Unidos. Las células HL-60 son
predominantemente un precursor promielocitico (Gallagher y cols., 1979). El modelo
celular HL-60 se ha usado para estudiar el efecto de la topoisomerasa de DNA (topo)
[o. y TIB sobre la diferenciacion y apoptosis de células (Sugimoto y cols., 1998) y es
especialmente util en estudios de dielectroforésis (Ratanachoo y cols., 2002), los cuales
requieren un ambiente acuoso con células redondas y en suspension. Alternativamente
también se han utilizado para estudios de apoptosis y de la homeostasis del calcio
intracelular (Fang y cols., 1998).

La linea celular K562 es una linea celular derivada de pacientes con leucemia
mieloide crénica, por lo que tienen caracteristicas eritroides. Esta linea celular es una
buena herramienta como modelo de maduracién y diferenciacidon, ya que dependiendo
de la droga inductora pueden madurar a células de la linea megacariocitica o
eritropoyética. Mueren facilmente en presencia de células NK (Lozzio & Lozzio, 1979).

El tratamiento de las células K562 por un regulador natural como la hemina (uno de los
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inductores de la eritropoyesis), el cual es trasportado por la hemopexina, da como
resultado una acumulacién de hemoglobina.

Finalmente, la linea celular U937 es una linea celular humana establecida a partir
de un linfoma histiocitico difuso y que muestra muchas caracteristicas monociticas.
Sirve como modelo in vitro para la diferenciaciéon entre monocitos y macréfagos
(Sundstrom & Nilsson, 1976). Estas células expresan constitutivamente altos niveles de
moléculas HLA de clase I de superficie celular, mientras que la HLA clase II es
indetectable e ininducible, tanto a nivel de RNAm como en la superficie celular
(Peterlin y cols, 1984).

Alteraciones de la homeostasis del calcio, particularmente un aumento excesivo y
prolongado en la [Ca™*]c constituyen una sefial inicial que precede en el tiempo a otras
alteraciones morfolégicas y funcionales responsables del desarrollo de dafos
irreversibles en diferentes tejidos. Recientes estudios experimentales indican que la
toxicidad de numerosos agentes oxidantes estd mediada por incrementos sostenidos en
la [Ca®*]c (Hajn6czky y cols., 2003). De todos los organulos intracelulares, la
mitocondria es considerada una de las fuentes celulares mds importantes de agentes
oxidantes, debido a su elevado consumo de oxigeno durante el proceso de sintesis de
ATP en la cadena respiratoria. Ademds en los ultimos afios se ha implicado a la
mitocondria como un deposito de calcio intracelular, actuando como amortiguador de la
concentracion de calcio intracelular y regulando la concentracion local de calcio en
microdominios celulares. También recientemente se ha implicado a la mitocondria en la
regulacion de la entrada de calcio desde el medio extracelular. De esta manera, la
mitocondria es actualmente considerada como uno de los compartimentos celulares que
participan en la homeostasis del calcio.

Uno de nuestros objetivos fue el de estudiar la apoptosis inducida por sobrecargas
de calcio intracelular, que pudieran sobrecargar de calcio a la mitocondria, originando
un colapso o disrupciéon mitocondrial. Para ello hemos utilizado tres agentes que son
capaces de aumentar la concentraciéon de calcio intracelular, como son el agente
oxidante H,O, (Pariente y cols., 2001), el inhibidor del relleno de los depdsitos
intracelulares de calcio sensible a agonistas tapsigargina (Rogers y cols., 1995), y el

agonista natural de las células HL-60, el UTP. Durante la realizacién de esta Tesis
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Doctoral hemos podido comprobar que el H,O,, la tapsigargina y el UTP producen

apoptosis tiempo- y calcio-dependiente en células HL-60, induciendo activacién de
caspasas -9 y -3 y despolarizacién mitocondrial. Similares resultados han sido
demostrados previamente por nuestro grupo de investigacion en células no tumorales,
como plaquetas humanas (Lopez y cols., 2008; Lopez y cols., 2009), leucocitos (Espino
y cols., 2010), espermatozoides (Bejarano y cols., 2008) y acinos pancreéticos de ratén
(Granados y cols., 2006), asi como en la linea celular tumoral de pancreas de rata
AR42]J (Morgado y cols., 2008). Por otro lado, el estudio de calcio en las células U937
permiti6 identificar el grupo de cambios secuenciales en el calcio intracelular como ya
vieron Cerella y cols., (2007). Tres cambios secuencias de calcio en el reticulo y citosol
se pudieron observar. La primera y segunda respuestas de calcio podrian ser
interpretadas como un intento de reparar el dafio (un estado de “stand-by”); una vez las
células han alcanzado la tendencia a entrar en apoptosis, abandonan las etapas pro-
apoptoticas de una manera aparentemente estocdstica, quiza necesitando una sefial mas
que transforma la tendencia en una transduccién de sefial molecular de apoptosis.

Por otra parte, el factor de necrosis tumoral (TNF, caquexina, o caquectiona, y
formalmente conocido como factor-alfa de necrosis tumoral o TNFa) es una citoquina
involucrada en inflamacién sistémica y es un miembro de un grupo de citoquinas que
estimulan la reaccién inmunoldgica de la fase aguda. Se produce predominantemente
por macrofagos activados (M1), aunque puede ser producido por otros tipos celulares
como los linfocitos CD4+ y células NK.

El papel principal del TNF es en la regulacion de células inmunes. TNF, siendo
como es un pirégeno enddgeno, es capaz de inducir fiebre, apoptosis, sepsis (a través de
la produccién de IL1 y IL6), caquexia, inflamacién, e inhibir la carcinogénesis y
replicacién virica. Se ha visto que la desregulaciéon de la producciéon de TNF estd
implicada en una variedad de enfermedades humanas, incluyendo enfermedad de
Alzheimer (Swardfager y cols., 2010), cancer (Locksley y cols., 2001), depresion
(Dowlati y cols., 2010) y enfermedad inflamatoria intestinal (Brynskov y cols., 2002).
Aunque siguen siendo controvertidos, los estudios sobre depresiéon y enfermedad
inflamatoria intestinal todavia se relacionan con los niveles de TNF (Mickoka-Walus,
2007). El TNF recombinante se usa como inmunoestimulante bajo la denominacion

comun internacional tasonermina. El factor-a de necrosis tumoral puede producirse de
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manera ectdpica en los alrededores de un tumor e iguala a la hormona paratiroidea,
tanto en hipercalcemia secundaria como en cdnceres asociados a su produccién
excesiva. Como todos los miembros que contienen un dominio de muerte de la
superfamilia TNFR, el receptor TNF-R1 estd implicado en la sefializacién de muerte
(Gaur & Aggarwal, 2003).

En la presente Tesis Doctoral ponemos de manifiesto que el tratamiento con TNFa
produce apoptosis en las lineas celulares HL-60, al igual que en la linea celular K-562.
En las células U937 fue necesario la presencia de cicloheximida para que la apoptosis
tuviera lugar con la misma concentracion de TNFa. Estos resultados estdn de acuerdo
con los obtenidos previamente en diversas lineas celulares (Siripin y cols., 2011; Kim y
cols., 2010). Ademds, cabe preguntarse que quiza no solamente la via extrinseca de la
apoptosis estuviera implicada, sino que se produjera un aumento de las ROS
intracelulares. Esta accidon prooxidante y estimuladora de la produccién intracelular de
ROS del TNFa es claramente puesta de manifiesto por nuestros resultados, no solo en
las células leucémicas HL-60, sino también en otras dos lineas tumorales de origen
hematopoyetico humanas, como son las células eritroleucémicas K-562 y las células de
linfoma U937. Estas observaciones estin de acuerdo con resultados previos donde se
demuestra que incubaciones con TNFa producen un aumento de la produccion
intracelular de ROS en hepatocitos (Wullaert y cols., 2006; Zhao y cols., 2003).

Finalmente, hemos podido evaluar el potencial farmacolégico de la nanoceria, uno
de los miembros de la novedosa gama de nano particulas. Los efectos farmacoldgicos de
la nanoceria permanecian sobre todo en la hipétesis, sobre todo apoyado por estudios
abidticos, que aseguraban que la nanoceria actia como una miquina redox regenerativa,
entrando en ciclo su estado redox mientra transforma el superéxido a perdxido de
hidrégeno, y después el peréxido a agua. Esta actividad antioxidante combinada con una
aparente falta de toxicidad lo hace una herramienta terapéutica extremadamente
prometedora (Celardo y cols., 2011); estudios como los aqui realizados permiten dar un
paso mds alld y demostrar su valia en un sistema biolégico. Concluyendo, las premisas
son prometedoras para el uso farmacéutico de la nanoceria y poder pasar a pruebas

clinicas en un futuro préximo.
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Analizando conjuntamente los resultados obtenidos en la realizacién de la

presente Tesis Doctoral, podemos obtener las siguientes conclusiones:

. Un agonista tipico de los receptores de membrana en las células HL-60,
como es el UTP, fue capaz de provocar liberaciéon de Ca™ desde los
depdsitos intracelulares. De una manera similar, el tratamiento con
tapsigargina o con la especie reactiva de oxigeno H»>O, son capaces de
inducir incrementos en la [C212+]C procedentes de los almacenes
intracelulares.

° La sefial de Ca’" inducida por UTP, tapsigargina y H,O, fue capaz de
producir despolarizacién mitocondrial y una estimulacién tiempo
dependiente de la actividad de la caspasa iniciadora -9 y de la ejecutora -3 en
células HL-60.

J El TNFa fue capaz de producir apoptosis en las lineas celulares HL-60,
K562 y U937, si bien en el caso de la ultima fue necesario el tratamiento con
inhibidores de la sintesis proteica, como la cicloheximida (CHX) o la
puromicina (PMC), a bajas concentraciones.

o La sefial apoptdtica producida por el TNFa provocé un aumento de la
generacion de ROS intracelular, despolarizacién mitocondrial y aumento en
la activacion de la caspasa-9 en células HL-60, K562 y U937. De una
manera similar, la preincubacién con distintos antioxidantes disminuyeron la
respuesta despolarizante mitocondrial asi como la estimulaciéon de la
caspasa-9 inducida por TNFa.

. El pretratamiento con nanoceria en células U937 no fue téxico, y disminuy6
la produccion de ROS intracelular, la estimulacion de las caspasas -3y -9 y

el porcentaje de células apoptdticas de una manera mdas potente que
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cualquiera de los antioxidantes cldsicos, como el Trolox o la N-acetil cisteina

(NAO).
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After analising the results obtained during the making of this Doctoral Thesis,

we can draw up the following conclusions:

e A typical agonist of membrane receptors in HL-60 cells, such as UTP, was
able to produce calcium release from the intracellular stores. Similarly,
treatment with thapsigargin or with the reactive oxygen species H,O, is able
to induce an increase in [C212+]C from intracellular stores.

o Ca® signal induced by UTP, thapsigargin and H,O, could produce
mithocondrial depolarization and a time-dependent stimulation of the
caspase -9 and -3 activity in HL-60 cells.

e TNFa was able to produce apoptosis in HL-60, K562 and U937 cell lines,
but the treatment with inhibitors of protein synthesis, like cycloheximide
(CHX) or puromycin (PMC) at low concentration was needed for the last
one.

e Apoptotic signaling produced by TNFa induced an increase of intracellular
ROS generation, mithocondrial depolarization and an increase in caspase-9
activation in HL-60, K562 and U937 cell lines. Similarly, the preincubation
with several antioxidants decreased the mithocondrial depolarization as well
as the stimulation of caspase-9 induced by TNFa.

e Pretreatments with nanoceria in U937 cells were non-toxic, and ROS
production, caspase -3 and -9 stimulation and percentage of apoptotic cells
decreased more strongly than with any other classical antioxidants, such as

Trolox or N-acetyl cysteine (NAC).
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