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1.L-Arginina

La L-arginina (L.-Arg) es un aminoacido semi-esencial o condicionalmente esencial en
algunas etapas del desarrollo. La L-Arg es el portador de nitrégeno mas abundante, en parte
por que contiene cuatro atomos de nitrégeno en su molécula y por que sirve como precursor
para la sintesis del oxido nitrico (INO; nitric oxide), la orinitina, urea, poliaminas, prolina,
creatina, agmatina, glutamato y proteinas. Ademas es un activador alostérico de la N-
acetilglutamato sintasa para sintetizar N-acetil glutamato, un cofactor esencial para carbamil-
fosfato sintasa I. La arginina parece desempefiar otras funciones fisiolégicas importantes, como
en el mantenimiento de la respuesta inmune. As{ mismo, este aminoacido es capaz de estimular
la secreciéon de hormonas como la insulina, glucagon, catecolaminas, prolactina y la hormona

del crecimiento!-3,

1.1. Metabolismo de la arginina

La L-Arg es uno de los aminoacidos mas versatiles y puede tener distintos destinos
metabdlicos. Posee un papel importante como intermediario en el ciclo de la urea y como
precursor de la biosintesis de la creatinina, agmatina, glutamato, prolina y poliaminas (Figura
1). Por consiguiente, su metabolismo es complejo y se encuentra altamente regulado. Esta
complejidad no solo viene dada por la diversidad de enzimas involucradas en su metabolismo,
sino también por los patrones especificos de expresion de las enzimas involucradas,

dependiendo del tipo celular®.

La L-Arg es sintetizada a partir de citrulina, por la accién secuencial de dos enzimas
citosOlicas la ASS (argininosuccinate synthase) y la ASL. (argininosuccinate lyase). Esta sintesis es
energéticamente costosa para la célula, puesto que cada molécula de argininosuccinato requiere
la hidrolisis del ATP a AMP, requiriendo dos equivalentes de ATP. La citrulina puede derivarse
de multiples fuentes: de la L-Arg por la actividad de la NOS (nitric oxide synthase); de la L-
ornitina procedente del catabolismo de prolina o glutamina/glutamato; o por la hidrolisis de
ADMA (dimetil.-Arg asimétrica) por la ruta de la DDAH (dimetil.-Arg-dimetil-amino-
hidrolasa) (Figura 1). Las células epiteliales del intestino delgado producen citrulina a partir de
la glutamina/glutamato y es utilizada por las células del rifién para producir L-Arg y devolvetla
a la circulacion®. Otros tipos celulares ademads de las células renales pueden producir citrulina
ya que poseen los genes implicados en la ruta. Sin embargo, los niveles de expresion de los

mismos son significativamente mas bajos. Estudios recientes han demostrado que la



produccion de L-Arg también puede ser inducida por citoquinas y otros agentes, a través de la

ruta de la iNOS”.

ASL
Arginino-succinato ~5 > ARGININA ADC ~ > Agmatina
F t co
umarato AGAT 2
Aspartato NOS .
ASS p Urea Creatina
L oTC
CITRULINA < \ ORNITINA %}
DDAH Carbamil fosfato OAT Poliaminas
ADMA P5C
Glutamato Prolina

Figura 1. Origen metabdlico y destinos de la L-Arg, citrulina y ornitina. Sélo las enzimas que participan directamente en
la produccién o utilizacién de estos aminoacidos estan sefialadas. Abreviaciones: ADC, arginina decarboxilasa; ADMA,
asimetric-dimetilL-Arg; DDAH, dimetil.-Arg dimetil-amino-hidrolasa; AGAT, arginina:glicina amidinotransferasa; ARG,
arginasa; NOS, oxido nitrico sintasa; ASL, argininosuccinato liasa; ASS, argininosuccinateo sintetasa; OAT, ornitina
aminotransferasa; ODC, ornitina decarboxilasa; OTC, ornitina transcarbamilasa; P5C, L-Al-pirrolina-5-carboxilato. El
P5C se encuentra en equilibrio quimico con el L-glutamato--semialdehido via una reaccién espontdnea no enzimética’.

La L-Arg puede ser catabolizada en células de mamiferos por cuatro enzimas: la
arginasa (ARG), la NOS, la AGAT (L-arginine:glycine amidinotransferase) y la ADC (arginine
decarboxylase)®® (Figura 1). En mamiferos se han identificado dos isoformas de la ARG, ARG1 y
la ARG2. Estas isoformas comparten un 54% de identidad de secuencia (Figura 2) y difieren
en su distribucion tisular, subcelular, reactividad cruzada inmunolégica y funcion fisiologica. La
ARGT1 es un componente importante del ciclo de la urea y se encuentra localizada en el citosol
de hepatocitos y eritrocitos, y en granulos de neutréfilos y macréfagos. La ARG2 esta
localizada en las mitocondrias de varios tipos celulares, incluyendo células renales, neuronas y
macrofagos!”1*. La ARG2 se expresa constitutivamente y juega un papel importante en la
sintesis de L-prolina, debido a su proximidad a la OAT (ornithine aminotransferase) también

localizada en la mitocondrial>10,

La L-Arg es el precursor inmediato de la urea. La urea se forma a lo largo de una
secuencia de cinco reacciones en el higado, de las cuales cuatro forman un ciclo. En la
mitocondria, la enzima mitocondrial CPS-1 (carbamoyl-phosphate synthase 1) cataliza la

condensacién amonio y bicarbonato para formar carbamoil fosfato, quien proporciona uno de
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Figura 2. Alineamiento de las arginasas 1 y 2 humanas. Las secuencias de aminoacidos de las arginasas 1 (ARGII-
P05089) y 2 (ARGI2-P7854) humanas, fueron alineadas con el software Clustal Omega, disponible en: www.uniprot.org.
Las ARGl y ARG2 presentan un 53,67% de identidad, donde comparten 91 posiciones. Los residuos en azul
corresponden a laminas beta de la estructura secundaria de la proteina, los residuos en rojo hélices alfa y los residuos en
amarillos a los giros. (*) indica posicion conservada; (:) indica que la conservacion entre los grupos es altamente similar,
valor de matriz Gonnet PAM250 > 0.5; (.) indica que la conservacion entre los grupos es poco similar, valor de matriz
Gonnet PAM250 = 0.5
los dos atomos de nitrégeno de la urea. Esta reaccion es irreversible y requiere la hidrolisis de 2
ATP. En los eucariotas la carbamoil fosfato sintetasa II es citosélica, usa glutamina como
donador de nitrégeno y esta involucrada en la sintesis de pirimidinas. El grupo carbamoil del
carbamoil fosfato es transferido a la L-ornitina formando L-citrulina. Esto ocurre dentro de la
mitocondria gracias a la OTC (ornithine carbamoyltransferase). La L-citrulina en el citosol se
condensa con el aspartato, produciendo argininsuccinato; el aspartato proporciona el segundo
atomo de nitrégeno de la urea. L.a ASS, responsable de la reaccion, requiere de dos enlaces de
alta energfa del ATP. El argininsuccinato se convierte en arginina al liberar fumarato, con la
participacion de la ASL. En el ciclo de Krebs el fumarato se transforma en oxalacetato, el cual
por transaminacion se convierte nuevamente en aspartato. Por dltimo la ARG1 hidroliza a la L-
Arg con lo que se restaura la L-ornitina y liberando urea. La urea es excretada a través de la

orina y la L-ornitina es trasladada a la mitocondria, para que nuevamente reaccione con el

carbamoil fosfato y el ciclo continie!’(Figura 3).

Como responsable de la producciéon de L-ornitina, la ARG1 participa en varias vias
metabdlicas importantes. La L-ornitina puede ser metabolizada a poliaminas (putrescina,

espermidina, espermina) a través de la ODC (ornithine decarboxylase). Las poliaminas son
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Figura 3. Ciclo de la urea. El ciclo de la urea consta
de dos reacciones mitocondriales y cuatro
citoplasmaticas El primer grupo amino que ingresa al
ciclo proviene del amoniaco libre intramitocondrial. El
amoniaco producido en las mitocondrias, se utiliza
junto con el bicarbonato, para producir carbamoil-
fosfato (2), reaccion dependiente de ATP y catalizada
por la CPS-1. El carbamoil-fosfato cede su grupo
carbamoilo a la L-ornitina (1), para formar L-citrulina
, (3) y liberar Pi, reaccién catalizada por la OTC. La L-
Mitocondria ' citrulina se libera al citoplasma. El segundo grupo
amino procedente del aspartato (L-Asp) se condensa
con la L-citrulina para formar argininosuccinato (4).
Reaccion catalizada por la ASS citoplasmatica. ASS
ATP y produce como intermediario de la reaccién
citrulil-AMP. El argininosuccinato se hidroliza por la
ASL, para formar L-Arg (6) libre y fumarato (7). El

i NH AMP fumarato ingresa en el ciclo de Krebs y la L-Arg libre
1 ? \\<I:/ ? HaN, N _coo se hidroliza en el citoplasma, por la ARGI
ARG1 ¢ ¢ . " ..
NH [ citoplasmatica para formar urea (7) y L-ornitina. La
2 .. . .
1 M e doo ornitina puede ser transportada a la mitocondria para
HNONH,  HO T GHe Ast_ [ Ita del ciclo de 1
2 B 2 & CH, iniciar otra vuelta del ciclo de la urea.
7 i 2 |
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P 6 CH 4

pequefias moléculas catiénicas que participan en varias funciones celulares fundamentales
como la proliferacion celular y el transporte celular de membrana. La L-ornitina participa en la
sintesis de L-prolina a través de la OAT. La L-prolina es un aminoacido esencial para diversas
estructuras protéicas, como la hélice del colageno'®. La asociacion de la ARG con el sistema
inmune fue descubierta hace mas de 30 afios cuando Kung y colaboradores demostraron que
agotamiento de L.-Arg por la ARG de macréfagos provocaba deficiencias en la produccion de

anticuerpos en linfocitos murinos?.

La L.-Arg sirve como sustrato para la NOS en la produccion de NO (nitric oxide) y otros
intermediatios del nitrogeno®. La expresion de NOS esta relacionada con distintos procesos
infecciosos y con el funcionamiento del sistema inmune. La L-Arg es el sustrato dnico para la
producciéon de NO por todas las isoformas de la NOS, por lo que, la regulaciéon de la
disponibilidad de la arginina controla la produccién de NO. La enzima NOS requiere la
presencia de calmodulina y de los cofatores (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobioterin (BH4), hierro-
protoportfirina IX (hemo), flavina adenina dinucleétido (FAD) y mononucleétido de flavina
(FMN) para su plena actividad. Hasta la fecha se han descrito tres isoformas de la NOS, que
son los productos de diferentes genes. Estas isoformas presentan un 50% de identidad, pero

difieren en su localizaciéon celular, regulacién, propiedades cataliticas y sensibilidad a los
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inhibidores. NOS1 (nNOS) se expresa en el tejido neuronal; NOS2 (iNOS) es una isoforma
inducible, que estd presente en varios tipos celulares del sistema inmune; NOS3 (eNOS) se
encuentra en células endoteliales®. Las enzimas NOS comparten dos dominios funcionales, un
dominio oxigenasa amino terminal y un dominio reductasa carboxilo terminal. LLos electrones
donados por la conversion de NADPH a NADP se transfieren al dominio oxigenasa a través
de una cadena redox que involucra los transportadores de electrones FAD y FMN. El dominio
oxigenasa utiliza a su vez los cofactores hemo y BH4 para catalizar la reaccién entre el oxigeno
(O2) y L-Arg, lo que genera L-citrulina y NO (Figura 1). La presencia de calmodulina es

necesaria para la transferencia electronica efectiva?®?!.

La AGAT, interviene en el primer paso de la sintesis de la creatina, catalizando la
transferencia de un grupo amino de la L-Arg a la glicina, para producir L-ornitina y
glicociamina. El catabolismo de L-Arg a través de AGAT esta determinado por los niveles de
creatina en la dieta. La creatina se encuentra en altas concentraciones en los musculos
esqueléticos, el corazon, espermatozoides y células fotorreceptoras. En periodos de actividad

de alta en células musculares y del sistema nervioso, la creatina actia como tampon en el

cambio de ADP/ATP?.

La ADC es la enzima que cataliza la sintesis de agmatina a partir de L-Arg, liberando
COz. En mamiferos, la ADC se encuentra en la membrana mitocondrial, y su actividad puede
estar condicionada por los niveles de Ca?* en la mitocondria. La importancia bioldgica de la
ADC viene dada por la participaciéon de la agmatina en procesos como la respuesta
inflamatoria, la proliferacion celular, la neurotransmision y en la regulacién de las funciones

renales y gastricas®.

1.2. Participacion de la argininay la arginasa en el sistema inmune

Desde su descubrimiento, la L.-Arg es un aminoacido importante en la modulacién de
muchas funciones metabdlicas, representa la mayor fuente de urea en el organismo, es
necesaria para la sintesis del colageno en la cicatrizacién de las heridas, modifica la induccién y
desarrollo de tumores malignos a través de sus efectos sobre el sistema inmune, tiene
capacidad de estimular la respuesta del timo, ademas favorece la liberaciéon de diferentes
hormonas, como la hormona del crecimiento, la insulina, el glucagon, la somatostatina, las
catecolaminas, la aldosterona y la vasopresina?*. El uso de arginina como inmunonutriente

puede mejorar la respuesta de las células T y aumentar la fagocitosis. En pacientes operados de
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cancer, suplementos de arginina, aumentan la respuesta de los linfocitos T a fitohemaglutinina
y concavalina A, e incrementan el numero de células T-CD4. La arginina modula la respuesta
inflamatoria e inmunolégica. A pesar que se ha evidenciado una mejoria clinica en pacientes
quirdrgicos, el beneficio para pacientes en unidades de cuidado critico con respuesta sistémica

inflamatoria, sepsis o falla orginica es menos claro®.

Estudios clinicos han descrito que la ingesta de arginina previene dafios en el timo
después de cirugias mayores, ademds de incrementar el numero de células T circulantes®®. La
suplementaciéon dietética con L-Arg en adultos y en modelos animales mejora la
inmunocompetencia, aumentando la produccién de oxido nitrico, la fagocitosis en neutréfilos y
la adhesion en células polimorfonucleares?’2. A pesar de que en pacientes con diversos
traumatismos, quemados y quirdrgicos no sépticos se ha demostrado la utilidad de la
administracion de L-Arg, en pacientes criticamente enfermos no quirdrgicos, con choque
séptico o fallo miltiorgdnico puede resultar en un aumento de la mortalidad®*-3*. El destino
metabdlico de la L-Arg en el sistema inmune esta determinado por el estado de activacion de
las células T y el patrén de expresion de citoquinas en el proceso inflamatorio. Por ejemplo, la
L-Arg mediante su catabolismo puede intervenir en el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) a través de dos mecanismos basicos: (i) la producciéon de NO en los
macréfagos por la ruta inducible?; (ii) y la utilizacién de L-Arg por parte de las células T para

su activacion y proliferacién’.

En células mieloides murinas (macréfagos, células dendriticas y granulocitos) el destino
metabdlico de la L-Arg viene dada por la accién de citoquinas. Las citoquinas del tipo Tul
inducen la expresion de iNOS, mientras que las del tipo Th2, como IL-4, 1L-10 e IL-13,
inducen la expresion de ARG1%¢-38, El metabolismo de la L-Arg en macréfagos se ha utilizado
como un parametro importante para discriminar entre la activacién clasica y la alternativa. El
IFN-y, una citoquina del tipo Tul, induce la activaciéon clasica de los macréfagos
incrementando la liberacién de NO por medio de la actividad de NOS2 e inhibe la secrecién
de IL-4 6 IL-10 que modulan la actividad de la ARG1. La activacién alternativa de los
macréfagos es regulada por citoquinas del tipo Tu2 como 1L-4, IL-10 e IL-13, las cuales
inhiben la actividad de NOS2 e inducen la sintesis de ARG1%. Kung y colaboradores
observaron que en cultivos de leucocitos murinos, la adicion de macréfagos peritoneales que
sobre-expresan arginasa, suprimia la generaciéon de linfocitos citotoxicos, posiblemente por el
agotamiento de la L-Arg en el medio de cultivo!’. La primera evidencia de la participacion de la

ARGT en la respuesta citotoxica de los macréfagos murinos fue en 1978, donde se reportd que
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macréfagos activados con LPS inhibfan la proliferaciéon y el aumento de la muerte celular en
varias lineas tumorales de diferentes especies (rata, raton, hamster y humans), que se restablecia

afiadiendo arginina a los cultivos®.

En contraste con el amplio conocimiento sobre el metabolismo de la L-Arg y la ARG1
en el sistema inmune murino, el papel de la ARG1 en la regulacién del sistema inmune humano
no esta del todo esclarecido y su importancia comienza a despertar el interés de muchos

grupos de investigacion.

La expresiéon de la ARG1 se encuentra altamente inducida en enfermedades que
implican el mal funcionamiento del sistema inmune como la glomerulonefritis, en la epidermis
de pacientes con psoriasis hiperproliferativa, en pacientes con distintas formas de artritis, en el
suero de pacientes con asma crénica, en monocitos activados de pacientes con enfermedades
autoinmunes y en células mononucleares de pacientes con tuberculosis pulmonar activa. Todas

ellas humanas en las que el sistema inmune juega un papel fundamental como*!-46.

En células del sistema inmune la expresion de la ARG1 juega un papel importante en la
regulaciéon de infecciones, por ejemplo en macréfagos la ARG1 participa en la regulacion de las
infecciones por esquistosomiasis y leishmaniosis +*%. En neutréfilos humanos, la ARG1 se
expresa constitutivamente y se almacena en granulos intracelulares. La ARG1 en neutréfilos
parece intervenir en un mecanismo antimicrobiano novedoso, independiente de oxigeno.
Cuando los granulos azuréfilos se fusionan con los fagosomas, la ARG1 agota la L-Arg
disponible, impidiendo la duplicacién de microorganismos como Candida albicans. A diferencia
de la ARG1 de neutréfilos murinos, la expresion de la ARG1 humana no es modulada por

estimulos pro 6 anti-inflamatorios!?.

Otras células involucradas en la respuesta inmune como las células T, se ven afectadas
por la disponibilidad de L-Arg o la actividad de la ARG1. La disminucién de la L-Arg, regula la
cadena T del receptor de células T (T'CR; T cell receptor), afectando su activacion y

proliferacion®>#9-2,

En la mitad de los afnos 80, los avances en la biologfa de las células T proporcionaron la
base para comprender los eventos moleculares que se producen en la activacion de estas
células. Entre estos mecanismos se descubrieron los elementos que forman parte del receptor
de antigeno de células T y los mecanismos de transduccion de sefiales tras la estimulacion por
antigenos®. El TCR est4 formado por dos cadenas polimérficas (aff 6 Y0) que le confieren la

especificidad por los antigenos y forman el sitio de unién al antigeno presentado en el
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complejo mayor de histocompatibilidad. Las cadenas polimérficas (Af3 6 Y0) son cadenas
variables y glicosiladas que se asocian entre si por un puente disulfuro. Estas cadenas estan
unidas covalentemente al complejo CD3, formado por las cadenas v, 0, € y C. Las cadenas
CD3y, CD30 y CD3g, se encuentran unidas entre si por uniones no covalentes®. La cadena
CD3C se asocia al complejo TCR, en forma de homodimeros CTC (en el 90% de los complejos
TCR/CD3) 6 formando heterodimeros con otras cadenas de su misma familia como 1),

derivada de un procesamiento alternativo del mRNA de la cadena T (Figura 4).

Las cadenas CD3 son las responsables de transducir las seflales de reconocimiento
antigénico al interior celular, y de regular los niveles de expresion del receptor en la superficie
celular. Las cadenas CD3y, CD38 y CD3¢ constan de una region extracelular grande con un
dominio inmunoglobulina, una regién transmembrana y un dominio intracelular pequefio con
un dominio ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Sin embargo, la cadena CD3C
posee un corto dominio extracelular, una regiéon transmembrana y una regiéon intracelular
grande que contiene tres dominios ITAM. Los dominios ITAM son secuencias conservadas
YxxLx6-8YxxL. que contienen residuos tirosina (Y) separados entre s{ por 18 aminoacidos y

son la diana para la fosforilacién mediada por tirosina quinasas asociadas al receptor56.

LLa asociacion del TCR con los ligandos adecuados tiene como consecuencia una rapida
fosforilacion de estos residuos y de proteinas tirosina quinasas asociadas a ellos como la familia
Syk dando lugar a la sefializacion intracelular®’. Cuando la cadena zeta del CD3 se fosforila se
une a ZAP70 (geta-chain (I'CR) associated protein kinase 70&Da), que permite la fosforilacion y la
activacion de la p56lck quinasa. ZAP70 inicia la transduccién de senales intracelulares
resultando en la activacion de la PKC (protein kinase C), la movilizaciéon del calcio y la regulacion
de los genes cruciales para la funciéon de las células T efectoras®® (Figura 4). Cualquier
regulacién negativa tanto de las cadenas del TCR como del CD3 ocasionaria graves
consecuencias en la activacion de la respuesta inmune, ya que la sefializacién intracelular no se

estaria llevando a cabo correctamente.

Durante la ultima década, la expresion de ARG y el agotamiento de L-Arg ha
demostrado ser una poderosa ruta inmunosupresora en mamiferos®. Ochoa y colaboradores,
estudiaron el efecto de la disminucién de la concentracion extracelular de L-Arg en células T
humanas. La ausencia de L-Arg induce la regulacién negativa de la cadena CD3C del complejo
TCR/CD3, un componente ctitico en la sefializacién y activacion de células T°!. La carencia de

L-Arg induce un arresto en la fase GO-G1 del ciclo celular de las células T, asociado a una
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Figura 4. Representaciéon esquematica del complejo TCR/CD3 de células T. El TCR es un complejo protéico
multimérico que consiste en un heterodimero clonotipico a y . Estas cadenas son muy semejantes a las inmunoglobinas y
tienen, al igual que éstas, un dominio constante (C) y un dominio variable (V), el cual se encuentra en la regién apical de la
porcién extracelular. El complejo CD3 esta compuesto por tres monomeros denominados y, 8 y & unidos por enlaces no
covalentes. EI CD3 tiene una importante porcion intracelular llamada {J que es la responsable de transmitir las sefiales
resultantes de la union TCR:MCH-antigeno. La porcién intracelular de las cadenas CD3T posee tres zonas fosforilables
denominadas I'TAM (Inmunoreceptor Tyrosine-based Actwation Motif) encargadas de la transduccion de sefiales. La quinasa
ZAP-70 PTK se une a la regiéon I'TAM de la cadena CD3( y colabora en la cascada de sefializacion generada por la
activacion de los linfocitos T%7.

regulacion negativa de la ciclina D3 y la cdk4 (¢yclin-dependent kinase)®. En humanos, la
inmunosupresion asociada a la disminucién de la CD3T es un evento recurrente en pacientes

con cancer, autoinmunidad o infecciones cronicas®.

Durante el embarazo se requiere una regulacién compleja de las funciones de las células
T para asegurar la tolerancia materno-fetal. En mujeres embarazadas la actividad arginasa en
sangre periférica y en la placenta es elevada, esta actividad disminuye los niveles de L-Arg en el
microambiente fetal y aumenta la produccién de poliaminas necesarias para el desarrollo

embrionario. Ademas, la disminucién local de los niveles de L-Arg, amortigua la invasiéon de

células T por la regulacion negativa de la CD3C0L

La ARG1 también es expresada constitutivamente en los eritrocitos!! y es liberada al
medio extracelular por hemolisis. En los concentrados de hematies, la ruptura de los eritrocitos
aumenta con el tiempo de almacenamiento. Este evento permite la liberaciéon de la ARG, la
cual disminuye los niveles de la L-Arg en el suero de pacientes transfundidos causando

inmunodepresién®263.
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La perdida de la cadena CD3( es el tnico mecanismo dirigido por la actividad de la
ARG que tiene relevancia comprobada en la funcién de células T. Sin embargo, el mecanismo
mediante el cual la deficiencia de I.-Arg afecta la expresion del CD3C, no esta completamente

definido y requiere estudios mas profundos.

1.3. La ARGy su controvertido papel en cincer

La proliferaciéon de las células tumorales no solo depende de su capacidad para
adaptarse y utilizar los recursos disponibles, también influyen las caracteristicas fenotipicas de
las células mieloides que se infiltran en el tejido tumoral. Los leucocitos que interaccionan con

el tumor pueden promover la destruccidn, asi como también la proliferacion y la metastasis®.

En ratones portadores de tumores se ha descrito una poblacién heterogénea de células
mieloides en diferentes estados de desarrollo asociadas al tumor. Esta poblacién se caracteriza
por la expresion de CD11b, una integrina que funciona como receptor del complemento
(C3bi), del fibrinégeno, o del factor de coagulacién X, y Gr-1, marcador de neutréfilos
diferenciados. Estas células se denominan células supresoras derivadas de la linea mieloide
(MDSCs: myeloid-derived suppressor cells). Existe una gran variedad de células inmunosupresoras
que pueden estar asociadas al microambiente tumoral. Sin embargo, las células MDSCs se
encuentran en la mayoria de los pacientes con cancer. El recuento celular de MDSCs aumenta
hasta diez veces en sangre de pacientes con cancer en comparacion con los individuos sanos®.
La acumulacién y activacion de las células MDSCs se ha asociado con la disminucion de la
cadena CD3C en células T efectoras, por la accion de la ARG1%. Otros estudios han
demostrado que la progresion del cancer se puede retardar eliminando las células MDSCs ¢7-68,
En conjunto, estos resultados sugieren que los efectos supresores de MDSCs juegan un papel
importante en la supervivencia del tumor, ayudandolo a escapar de la inmunovigilancia por la

accién de la ARG1. Sin embargo, para una aproximacion terapéutica, es necesario entender con

mayor profundidad las vias que pueden mitigar los efectos supresores de las células MDSCs.

Ademas de las MDSCs otras células del sistema inmune que se han relacionado con la
progresion del cancer son los neutréfilos. Tradicionalmente los neutréfilos han sido
catalogados como precursores de la inflamacién aguda y crénica, pero estudios recientes en
neutroéfilos asociados a tumores (TAN; tumor-associated neutrophils) revelan que pueden jugar un
papel importante en la biologfa del cancer. Los TAN constituyen una de las mayores

poblaciones celulares que infiltran el tumor, en muchos tipos de cancer®. Los TAN poseen
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diferencias marcadas en su transcriptomica, con respecto a los neutréfilos circulantes y a la
fraccion granulocitica de las células MDSCs". Existen dos fenotipos de TAN, el antitumoral
(N1) y el pro-tumorigénico (N2). El fenotipo N1 expresan altos niveles de FAS, TNFa,
ICAM-1, ROS y bajos niveles de ARG1. El Fenotipo N2 produce altos niveles de las citoquinas
pro-inflamatorias CCL2 y CCL5, ademas de suprimir la respuesta inmune antitumoral por la
secrecion de ARG1%. Los neutréfilos son una poblacion celular poco apreciada en la biologia
del cancer, y sus funciones necesitan una mejor caracterizacion con vista a desarrollar

estrategias terapéuticas, en donde el sistema inmune sea el actor principal.

A pesar de las propiedades inmunosupresoras de la ARG1, existen tumores auxo6trofos
para L-Arg. Cuando son cultivados en ausencia de L-Arg, desarrollan un arresto en la fase Go/
G1 del ciclo celular y la postetrior muerte celular por apoptosis’-’2 Una fraccion grande de los
carcinoma hepatocelulares, melanomas, carcinomas de células renales, mesoteliomas,
carcinomas pancreaticos y algunos canceres de pulmoén de células pequenias poseen defectos en
el ciclo de la urea, por lo que son auxoétrofos para la L-Arg. Mientras que células no malignas
pueden entrar en inactividad permaneciendo en la fase Gy del ciclo celular durante semanas, las
células tumorales desarrollan defectos en el ciclo celular, inhibicién de la sintesis de proteinas y
muerte celular’’73. Para estos tumores el disefio de estrategias que interfieran en el
metabolismo de la L-Arg puede ser una terapia adecuada de tratamiento. Por ejemplo, ADI
(arginine deiminase) cataboliza la 1.-Arg para producir citrulina y amonio. La ADI-PEG-20, una
enzima recombinante de Mycoplasma arginini unida covalentemente a polietilenglicol (PEG), fue
aprobada como droga huérfana para el tratamiento del carcinoma hepatocelular y del
melanoma metastasico por la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos en marzo
de 1999 y por la Agencia Europea de Evaluaciéon del Medicamento (AEEM) en julio de
20057+7. En ensayos clinicos con ADI-PEG20 un 21% de los pacientes con carcinoma
hepatocelular, se observé una estabilizacion de la enfermedad y una inhibicién del crecimiento
tumoral tras 2 afios de tratamiento. En el caso del melanoma, mas del 50% de los pacientes que
recibieron dosis mayores de 160 U/m? experimentaron una regresion patcial de las lesiones. La
eficacia de la ADI-PEG20 en ensayos de fase I/II muestra que potencialmente el agotamiento
de L-Arg podria ser utilizado como un agente anti-tumoral eficaz. Sin embargo, efectos
secundarios como el elevado nivel de amoniaco, la inmunogenicidad de la proteina microbiana
ADI y la inestabilidad de la dosis biologica éptima, hacen que los ensayos clinicos no sean todo
lo prometedor que se esperaba’®. Actualmente se estin llevando a cabo ensayos clinicos en fase
11T con ADI-PEG20 (Polaris Group) para carcinoma hepatocelular y en fase I para melanomas

metastasicos y linfomas, ademas se esta estudiando la posibilidad de extender su utilizaciéon en
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cancer de prostata, leucemia, sarcoma y cancer de pancreas. En comparaciéon con la
quimioterapia tradicional, las terapias basadas en la restriccion de aminoacidos presentan
ciertas ventajas en cuanto a la alta especificidad por las células malignas y la baja toxicidad para
los pacientes. Sin duda, el avance en la investigacion de este tipo de terapias, facilitara la

busqueda de tratamientos efectivos para combatir el cancer.

El punto comun de estas terapias es la deficiencia de la L-Arg y el incremento de los
niveles de urea por el aumento de la actividad arginasa. Tanto la deficiencia de aminoacidos
como el incremento de los niveles de urea pueden alterar la traduccién de varios mRNA a
través de rutas metabolicas que involucran a las quinasas GCN2 (general control nonrepressed-2) y
mTOR  (mammalian target of rapamycin), ademas de inducir la acumulacién de proteinas
desplegadas en el reticulo endoplasmico (RE) iniciando rutas de sefializacién para la
adaptacién”’. Cuando la concentracién intracelular de aminodcidos disminuye, aumenta la
cantidad de tRNA no cargados, lo cual activa a GCN2. La quinasa GCN2 se une a los tRNA
no cargados, fosforilando el residuo serina 51 de la sub-unidad o del elF2a (ewkaryotic
translation initiation factor 2 subunit 1), interrumpiendo la sintesis de proteinas 8. La interrupcion
de la traduccién, la acumulacion de proteinas desplegadas en el RE y la inhibicion de la ruta de
mTOR puede inducir la respuesta de proteinas desplegadas o la autofagia para suplir las

9

necesidades nutricionales™. Sin embatrgo, se desconoce cual de estas rutas se encuentra

activada en las células T en ausencia de L-Arg.

2. Estrés de reticulo endoplasmitico y la respuesta de

proteinas desplegadas

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo celular constituido por un sistema
membranoso que lleva a cabo funciones muy importantes a nivel celular como la sintesis, el
plegamiento y la maduracién de proteinas, el almacenamiento de Ca?* y la biosintesis de
lipidos®’. Estimulos fisiologicos, farmacoldgicos y patolégicos pueden alterar la homeostasis
del RE vy afectar la capacidad de plegamiento proteico. Sefales de estrés que afecten al RE,
pueden provocar una acumulaciéon de proteinas mal plegadas, perjudicando la supervivencia
celular. Cuando se pierde la capacidad de plegar y secretar proteinas eficientemente, se dice que
se esta bajo estrés de RE, y se activan rutas de transducciéon de sefiales conocidas como la

respuesta a proteinas desplegadas (UPR; unfolded protein response)®l.
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La respuesta UPR tiene una fase adaptativa que desencadena tres tipos de respuestas
citoprotectoras: i) un aumento en la expresion de chaperonas del RE como GRP78/BiP para
mejorar el plegamiento proteico; ii) una disminucién de la traduccion para reducir la afluencia
de proteinas hacia el RE; y iii) la degradaciéon de proteinas mal plegadas en el proteasoma
mediante el sistema ERAD (endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) o la autofagia. Estas
respuestas limitan la carga proteica y reducen el estrés de RE. Si el estrés de RE es excesivo o
prolongado, la célula activa mecanismos de muerte celular programada (apoptosis), algunos de
los cuales detivan del propio RE®283. En células de mamifero, la respuesta UPR estd compuesta
por tres vias de sefializaciéon, con sensores ubicados en la membrana del RE: PERK (PKR-/ke
ER kinase), IRE1 (inositol-requiring protein 1) y ATFG (activating transcription factor 6). Cada una de
estas proteinas transmembrana tiene un dominio luminal en el RE, el cual se asocia con la
proteina GRP78/BiP; un dominio transmembrana, mediante el cual estin ancladas a la
membrana del RE; y un dominio citosélico funcional. En condiciones de reposo, los tres
sensores se encuentran asociados a la chaperona GRP78/BiP. Cuando las condiciones celulares
promueven el estrés de RE, la chaperona GRP78/BIiP se disocia de los sensores de estrés y se
une a las proteinas insuficientemente glicosiladas, mal plegadas o no ensambladas, iniciando de

la respuesta UPR® (Figura 5) .

A continuacién detallaremos brevemente la participaciéon de las rutas PERK, IRE1 y
ATFO, en la respuesta UPR, tanto en mecanismos de supervivencia como en la muerte por

apoptosis.

2.1.Viade IRE1

La ruta de IRE1 es la via mds conservada de la respuesta UPR®. En mamiferos se

encuentran dos genes que codifican para la proteina IRE1: IREla e IRE1f. IREld se expresa
ubicuamente, mientras que la expresion de IRE1P esta limitada al epitelio intestinal. La
proteina IREla tiene un dominio amino-terminal en el lumen del RE una region
transmembrana, y un dominio carboxi-terminal citoplasmatico, que contiene las actividades
cataliticas endoribonucleasa y setina-treonina quinasa®. El mecanismo mediante el cual IREla
detecta la acumulacién de proteinas desplegadas en el RE, ha sido ampliamente debatido. En
levaduras IRE1o puede unirse a las proteinas mal plegadas por medio de cLD (ER-lumenal

domain). Esta interaccién promueve su homodimerizacién y autofosforilacion, iniciando la
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respuesta UPR 87. No obstante, en mamiferos, la activaciéon IREla depende de la disociacién
de GRP78/BiP y no de su unién directa de proteinas mal plegadas®®. Una vez activado, IRE1
se homodimeriza y autofosforila, activando sus funciones quinasa y endoribonucleasa. La
activacion de la funcién endoribonucleasa de IRE1 induce el splicing alternativo del mRNA de
XBP1 (X-box DNA-binding protein 1), un proceso en el que una secuencia de 26 nucledticos del
mRNA de XBP1 se escinde produciéndose un cambio en el marco de lectura en la traduccion.
El mecanismo de splicing del mRNA de XBP1 es completamente distinto al splicing
convencional de mRNA. El splicing convencional se da en el nicleo y depende del spliceosoma
mientras que el splicing del mRNA de XBP1 tiene lugar en el citoplasma y es independiente de
spliceosoma®’. A diferencia de la proteina XBP1 no procesada (XBP1u, unspliced XBP1), que se
degrada rapidamente, la proteina procesada (XBPls, spliced XBP1) codifica un factor de
transcripciéon con un potente dominio de transactivacion. La proteina XBP1s activa genes que
aumentan la capacidad de plegamiento y la degradaciéon de proteinas del RE, mediante la
activacion de  ERAD?. XBP1s, también modula la sintesis de fosfolipidos, los cuales son

requeridos para la expansion de la membrana del RE bajo condiciones de estrés” (Figura 5A).

2.2.Viade PERK

Tras la disociacién de GRP78/BiP, la proteina de membrana PERK se homodimetriza y
autofosforila, activando su actividad quinasa. Inicialmente, PERK fosforila la Ser’! de elF2a
lo que conlleva a la rapida atenuacion de la traduccion de mRNA, reduciendo la afluencia de
nuevas proteinas hacia el RE, y disminuyendo la sintesis de ciclina D1, con el fin de dirigir una
parada del ciclo celular®'. La fosforilacion de elF20 potencia la traduccion preferencial de
algunos mRNAs como los de: ATF4 (activating transcription factor 4), GRP94 (94 kDa glucose-
regulated protein) y GRP78/BiP2. La expresion del factor de transcripcién ATF4 controla la
expresion de genes involucrados en el transporte y metabolismo de aminoacidos, en el
equilibrio redox, en el plegamiento proteico y la autofagia. Cuando el estrés de RE es
persistente, ATF4 activa un factor proapoptético llamado CHOP (C/EBP homologons protein). El
factor de transcripcion CHOP estimula la expresion de la proteina GADD34 (growth-arrest and
DNA-damage-inducible protein 34), la cual forma un complejo con PP1 (phospho protein phosphatase
1) y desfosforila eIF20. La proteina GADD34 promueve la recuperacion de la transcripcion,
ayudando a las células a recuperar sus funciones normales’. La activacién de CHOP también
causa la regulacion negativa de proteinas anti-apoptéticas mitocondriales como Bcl-2, la

liberacion de calcio del RE y la muerte celular por apoptosis” (Figura 5B). Otro factor de
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Figura 5. La respuesta de proteinas mal plegadas (UPR). El estrés de RE induce una respuesta adaptativa conocida como
UPR. Existen tres vias principales de senalizacion UPR: IREla, PERK y ATT6. Estas proteinas transmembrana del RE
transmiten seflales desde el citosol hacia el nicleo para restaurar la capacidad de plegado de proteinas del RE a través de
varias rutas. A) La actividad RNAsa de IREla, procesa el mRNA de XBP1 dando lugar al mRNA XBPIs. El XBP1s se
transloca al nicleo para activar la transcripecién de genes relacionados con el plegado de proteinas, ERAD, proteinas
involucradas en el control de calidad del RE y para la biogénesis de organelos. IREla también activa a la via JNK-ASKI1 a
través de la proteina adaptadora TRAF2. B) La activacién de PERK atenta la sintesis general de proteinas a través de la
fosforilacion de elF2a. La fosforilacion de ell2a permite la traduccion selectiva del factor de transcripcion ATF4, el cual
induce la expresion de genes involucrados en el metabolismo redox, metabolismo de aminoacidos, autofagia y apoptosis.
ATT4 controla la expresiéon de componentesco-cultivadas pro-apoptéticos como GADD34 y CHOP. GADD34 se une a la
proteina PP1C para desfosforilar elF2a. C) En condiciones basales ATF6 se encuentra en la membrana del RE y codifica
un factor de transcripciéon bZIP en su dominio citosolico. En condiciones de estrés de RE, ATT6 se transloca al aparato de
Golgi donde es procesado por las proteasas SIP y S2P, liberando el dominio citoplasmatico ATF6f. ATF6f regula la
transcripcion de genes UPR como XBP1, CHOP, chaperonas y proteinas involucradas en la secrecion!®2.

transcripcion regulado por PERK es NRF2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2). Bajo
condiciones normales, NRF2 se encuentra en estado de reposo por su interacciéon con KEAP1
(kelch-like ECH-associated protein 1). Tras la fosforilacion de PERK, NRF2 es liberado por
KEAP1 y se dirige al nucleo donde activa la transcripcion de genes que codifican para
proteinas anti-oxidantes. Esta activacion de NRF2 por PERK es un mecanismo adaptativo
importante, ya que células deficientes de NRF2 mueren por apoptosis ante estrés de

reticulo?%97.

2.3.Via ATF6

En mamiferos, existen dos isoformas de ATF6: ATF6a y ATF6B. Aunque ambas son

expresadas ubicuamente, ATF6Q es un activador transcripcional mas potente que ATFGf.

ATF6 posee un dominio N-terminal citoplasmatico que contiene un motivo basico de
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cremallera de leucina, esencial para su unién al DNA y para la formacién de dimeros?®. El
factor de transcripcion ATFG se encuentra anclado al RE y tiene un peso molecular de 90 kDa.
Posee dos secuencias de localizacion al Golgi (GLS, Golgi localization sequences), que en
condicién de reposo se encuentran ocupadas por GRP78/BiP. Cuando GRP78/BiP se disocia
de ATFG6 por la acumulacién de proteinas desplegadas en el RE, la proteina ATF6 se transloca
a Golgi, en donde su mitad C-terminal es escindida por la proteasa S1P mientras que la mitad
N-terminal anclada en la membrana es escindida por la proteasa S2P (Figura 5C). La protedlisis
secuencial por las proteasas S1P y S2P es un proceso denominado RIP (regulated intramembranal
proteolysis)”. La protedlisis RIP libera el dominio citosdlico N-terminal de ATFG6, de 50 kDa.
Este fragmento se dirige al nicleo y activa genes involucrados en la degradacién ERAD, la
biosintesis de lipidos, la expansion del RE y el plegamiento proteico!™. ATFG6 activa
directamente la expresiéon de XBP1, CHOP y chaperonas del RE (tales como GRP78/BiP). La
activacion de la expresion de XBP1 por parte de ATF6 es muy importante para la

supervivencia celular durante el estrés de RE!"! (Figura 5C).

2.4. Destino celular mediado por la respuesta UPR

La respuesta UPR en mamiferos esta involucrada en una dinamica y flexible red de
seflalizaciéon que responde a un amplio rango de estados metabdlicos. Bajo condiciones de
estrés de RE, la activaciéon de UPR reduce la acumulacién de proteinas desplegadas a través de
varios mecanismos de supervivencia como la expansiéon de la membrana del RE, la sintesis
selectiva de componentes del plegado y transporte de proteinas hacia el RE. Sin embargo,
cuando el estrés no es mitigado y no se recupera la homeostasis del RE, la respuesta UPR inicia

rutas de sefializacion que conducen a la muerte celular por apoptosis!?? (Figura 6).

2.4.1. Mecanismos adaptativos regulados por UPR

En mamiferos, existen dos vias temporalmente distintas en la respuesta celular al estrés
RE (Figura 6). Una reaccion inmediata, es la activacion de PERK que inhibe la traducciéon
general proteinas a través de la fosforilacion de elF2a, y la degradaciéon selectiva de mRNA
que codifican para ciertas proteinas localizadas en el RE a través del complejo RIDD103104 E]
factor de transcripcion ATF4 controla la expresion de genes involucrados en la supervivencia,

el balance redox, el metabolismo de aminoacidos, el plegado de proteinas y la autofagia’1%>.
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Cuando los intermediarios del plegado o del ensamblaje de proteinas exponen sus
superficies hidrofdbicas, cisteinas no pareadas o glicanos inmaduros, las chaperonas residentes
del RE 6 las oxidoreductasas, interactuan con ellas, dirigiéndolas al Golgi o reteniendolas en el
ER. Estas chaperonas son parte del sistema de calidad primario del RE. Cuando existe una
acumulacién de proteinas desplegadas, el sistema de calidad del RE actia mediante el
reconocimiento de una secuencia especifica, dirigiendo las proteinas reconocidas al citosol para
su degradacién, aliviando la carga del RE y restableciendo la homeostasis!*1%8. El splicing
alternativo de XBP1 induce la regulacion positiva de genes ERAD. Una de estas proteinas es
EDEM1 (ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like 1), un regulador estrés-inducible
encargado de la eliminacién de glicoproteinas. En condiciones de reposo, el nivel intracelular
de la proteina EDEM1 permanece bajo. Cuando se activa la ruta IRE1, XBP1s induce la
expresion de EDEM1 para acelerar la maquinaria ERAD!™. La principal funcién de ERAD es
eliminar las proteinas desplegadas del lumen del RE, que podrian generar agregados téxicos
para la célula. Las proteinas que no alcanzan su conformacién nativa son retro-translocadas
hacia el citoplasma por la maquinaria ERAD, poli-ubiquitinadas por ubiquitin-ligasas E3

especificas y degradadas mediante el proteasoma'!’.

El proceso mediante el cual las proteinas desplegadas son transportadas hacia el
citoplasma atn no esta totalmente definido. Sin embargo, se han descrito una serie de proteinas
cuya funcion es indispensable para la retro-translocaciéon de las proteinas desplegadas del RE
hacia el citoplasma. Una de estas proteinas es Sec61, un translocon bi-direccional ubicado en la
membrana del RE. La proteina Sec61 forma un complejo heterotrimerico en forma de

rosquilla, que consta de las subunidades Sec6la, Sec61f} y Sec61y!!!

. La proteina Derlin-1
constituye otro posible candidato para la formacién del canal. Derlin-1 posee la capacidad de
formar oligbmeros a través de la membrana del RE junto con otras proteinas adaptadoras,
pudiendo funcionar como un canal para la retro-translocacion durante el ERAD!2. Los
complejos proteicos AAATPasa y ubiquitin ligasa E3 Hrd1/Synoviolina, ademas de las
proteinas p97 y Herp, pueden unirse a Derlin-1 formando un complejo retrotranslocén que
permite el traspaso de las proteinas desde el RE al citoplasma para su degradaciéon por el

sistema ubiquitina-proteasomal!?.

El proteasoma es el sistema mas importante de degradacion de proteinas. El sistema
ubiquitina-proteasoma es un proceso de degradacion en el cual las proteinas que han sido
marcadas a través de la poli-ubiquitinacién, son degradadas por un complejo proteico

denominado proteasoma 26S. La ubiquitinacién es un proceso de modificacién post-
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Figura 6. Destino celular mediado por la respuesta UPR. Una respuesta temprana de la ruta UPR es la atenuacion de la
traduccion por la fosforilacién de elF2a a través de PERK, degradaciéon de mRNA que codifica para los mediadores del
plegado de proteinas a través de la degradacion dependiente de IRE1 (RIDD), y la activacién de la autofagia a través de la
ruta IREla/JNK. En una segunda oleada de eventos, los factores transcripcionales ATTF6f, XBP1s y ATF4 inducen una
respuesta adaptativa para el restablecimiento de las funciones del RE y para mantener la supervivencia celular. Cuando las
senales de estrés de RE son persistentes, se induce apoptosis para eliminar las células con dafios irreversibles. La
estimulacion sostenida de la via PERK regula positivamente la transcripcion de CHOP, el cual regula negativamente la
proteina anti-apoptética Bcl-2, induciendo la expresion de proteinas BH3-only y GADD34. CHOP, ATT4 y p53, también
inducen la expresion de proteinas BH3-only. La proteina GADD34 induce la generaciéon de ROS y una arresto en el ciclo
celular. La alteracién de la homeostasis del calcio por la activacién de IP3R, ademas de la producciéon de ROS, puede
contribuir a la apertura del poro mitocondrial (PTP) induciendo apoptosis. Las caspasa-2 también puede participar en la
apoptosis mediada por estrés de RE, mediante el procesamiento de la proteina BH3-only BID, la cual activa a BAK y
BAX. Las flechas discontinuas ejemplifican los pasos de transicién entre la fase adaptativa y la apoptosis. Las flechas
punteadas indican los eventos que intervienen en la apoptosis. El signo de interrogacién indica que el mecanismo
responsable del paso representado no esta del todo esclarecido!®2.
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Tiempo e exposicion al estrés de RE

traduccional, en la que una proteina de 8,5 kDa denominada ubiquitina, se une covalentemente
a una proteina. L.a ubiquitinacién es un proceso secuencial y reversible que requiere de varias
enzimas clasificadas en E1 activadoras, E2 conjugadoras y E3 ligasas. Las enzimas E1 activan
la ubiquitina utilizando una molécula de ATP, dando como resultado un enlace tioester entre el
grupo carboxilo terminal de la ubiquitina y un residuo de cisteina en la enzima E1 activadora.
La segunda etapa en el proceso de ubiquitinacién requiere la transferencia de la ubiquitina
desde la enzima E1 hacia la E2, para esto la ubiquitina ya activada se une a la enzima
conjugadora E2, formando un nuevo enlace tioester entre ellas. Finalmente la ubiquitina es
unida covalentemente a un residuo de lisina de la proteina especifica, mediante la accién de una

ubiquitin ligasa E3114117,

ILa homeostasis del RE es crucial para la supervivencia celular. Esta homeostasis puede
ser alterada por una variedad de condiciones fisiolégicas como el incremento de la maquinaria
de secrecidn, deficiencias nutricionales y condiciones patologicas como la acumulaciéon de

proteinas desplegadas en el RE. Mientras que las proteinas desplegadas son inicialmente
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degradadas por la via proteasomal, si el dafio en el RE es demasiado grave como para
restablecer sus funciones, se inician varias vias de sefializacién que conducen a la apoptosis y la

autofagia'ls.

2.4.2. Estrés de RE cronico y apoptosis

Procesos fisiolégicos que requieren una alta tasa de sintesis proteica y secrecion, deben
mantener un balance entre los programas adaptativos y de muerte celular de la respuesta UPR.
Cuando el estrés de RE no se resuelve correctamente, las células afectadas mueren por

apoptosis activando una serie de vias complementarias (Figura 6)!'?°.

Algunos estudios sugieren que las caspasas-12, 4 y 7 las cuales son trasocadas al RE
durante la apoptosis, pueden ser las responsables de iniciar el proceso muerte celular
programada!?’122. Fibroblastos embrionales de ratén (MEFs; Mouse embryonic fibroblasts)
deficientes en APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1) muestran resistencia a agentes que
inducen estrés de RE, como la tunicamicina 6 el DTT. En MEFs normales, bajo condiciones
de estrés de RE, la proteina BAX (Be/-2-associated X protein) se transloca a la mitocondria,
liberando citocromo ¢ Ademas, la proteina APAF-1 procesa a la caspasa-12 iniciando la
apoptosis. Estos resultados sugieren que APAF-1 y la ruta mitocondrial son componentes

importantes de la apoptosis inducida por estrés de RE!%3,

La muerte celular bajo estrés de RE, requiere de la activacién de rutas apoptoticas
mitocondriales reguladas por la familia de proteinas Bcl-2 (B-ce// lymphoma 2)'?*. En esta ruta, la
activacion conformacional del multidominio apoptético BAX/BAK es el paso clave para
disparar la activaciéon de caspasas. La exposicién prolongada a estrés de RE conduce a la
activaciéon de la transcripcion y de modificaciones post-traduccionales de proteinas BH3-only,
iniciando la activacién conformacional downstream de BAX 'y BAK (Bel-2 homologous antagonist
killer). Las proteinas BH3-only inducen la homo-oligomerizacién intermembrana de BAX y
BAK, y la posterior permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa, dando lugar a la
liberacién del citocromo ¢y el ensamblaje del apoptosomal!?>. Aunque las proteinas BH3-only,
PUMA, NOXA, BID y BIM, se han visto implicadas en la apoptosis inducida por el estrés de
ER, los mecanismos exactos por medio de los cuales la respuesta UPR interviene en la

seflalizacion de estos componentes para iniciar la apoptosis siguen sin esclarecerse!20,

La transcripciéon del C/EBP-homologo (CHOP) es de unos de los elementos claves de

la ruta pro-apoptdtica iniciada por la respuesta UPR?M27. El factor de transcripcion CHOP

25


http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2-associated_X_protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2-associated_X_protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2_homologous_antagonist_killer
http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2_homologous_antagonist_killer
http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2_homologous_antagonist_killer
http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2_homologous_antagonist_killer

promueve la regulacién positiva de BIM y la regulacion negativa de Bcl-2, contribuyendo a la
induccién de apoptosis®. Ademas, CHOP, ATF4 y p53 regulan la expresion de PUMA vy
NOXA bajo condiciones crénicas de estrés de RE!28-130, Sin embargo, el mecanismo mediante
el cual las sefales de estrés de RE pueden inducir la activaciéon de p53 no esta del todo

esclarecido!!.

Se han descrito otros mecanismos complementarios capaces de inducir la
muerte celular por estrés de RE, incluyendo la activaciéon de la caspasa-4, la escision de BID
por la caspasa-2, la escision de BAP31 por la caspasa-8 y la liberacion de calcio de la

mitocondrial3%135,

Bajo ciertas condiciones, la activacion de IRE1 puede desencadenar
apoptosis, mediante el reclutamiento de la proteina adaptadora TRAF2. Este reclutamiento
activa a la quinasa reguladora de la apoptosis ASK1 (apoptosis signal regulating kinase 1) y a su
sustrato downstream JNK (¢-Jun N-terminal kinase). 1a fosforilaciéon de JNK en respuesta a la
activaciéon de IRE1 es una senal pro-apoptotica importante, probablemente por la regulaciéon
negativa de las proteinas de la familia Bcl-2, asi como también la degradacion de mRNAs que

codifican para los mediadores del plegado de proteinas a través de la degradacion dependiente

de IRE1 (RIDD)!36.157,

3. Autofagia

La homeostasis celular requiere de un delicado balance entre la sintesis y degradacion
de macromoléculas (proteinas, lipidos, DNA, RNA, segundos mensajeros, etc). L.a degradacion
de proteinas puede llevarse a cabo a través de dos vias principales: la proteasomal y la

138

autofagica'’®. La autofagia, es un proceso evolutivamente conservado y es el responsable no

solo de la degradacion de proteinas (como fue inicialmente descrita) sino también del reciclaje

139-141

y degradacion de organulos y material citoplasmatico . En levaduras, por ejemplo, la

privacion de nutrientes induce la regulaciéon positiva de la autofagia, degradando proteinas no

relevantes para el reciclaje de aminoacidos, necesarios para la sintesis de proteinas!+2.

3.1. Tipos de autofagia

La autofagia puede clasificarse en tres tipos diferentes segin el material intracelular que

se degrada. Estos tres tipos son, la macroautofagia, la microautofagia y la autofagia mediada

por chaperonas (AMC) (Figura 7)!%3.
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La macroautofagia involucra un reordenamiento de membranas, y a diferencia de la
degradacién proteasomal, este mecanismo implica la fusiéon de estructuras vacuolares con los
lisosomas. L.a macroautofagia se inicia con la formaciéon del fagoforo, también llamado
membrana de aislamiento. Esta membrana puede secuestrar componentes citosélicos de
manera selectiva o no selectiva, formando una vacuola con los componentes secuestrados, que
luego se fusionard con los lisosomas!#*. Desde el descubrimiento de la autofagia en la década
de 1950, se ha intentado descubrir el origen de la membrana del fagoforo. Se ha planteado que
la formacion del fagoforo implica un mecanismo de ensamblaje de novo o que la membrana
podria provenir del RE o del aparato de Golgi. Recientemente nuevas evidencias indican que
tanto el RE como las mitocondrias pueden proporcionar la membrana del fagoforo, revelando
la complejidad de la puesta en marcha de la autofagia en células de mamiferos!*. El
autofagosoma es una estructura membranosa que mide entre 300 y 900 nm, y que se fusiona
con el lisosoma liberando el contenido intravesicular para su degradaciéon por las proteasas
lisosomales. El resultado es la liberacion de moléculas al citosol para la resintesis de diferentes

componentes celulares (Figura 7A)146-148,

La AMC es la tnica ruta de la autofagia que permite la degradacién selectiva de
proteinas solubles en los lisosomas. En contraste con las otras formas de la autofagia, la AMC
no requiere la formacion de vesiculas o cambios importantes en la membrana lisosomal. En su
lugar, las proteinas diana cruzan directamente la membrana lisosomal para alcanzar el lumen,
donde son degradadas rapidamente. Las proteinas que seran degradadas por la AMC son
reconocidas por el motivo KFERQ-like, y son transportadas hacia la membrana lisosomal por
un complejo de chaperonas formado por Hsc70 y sus cochaperonas. Una vez en la membrana
lisosomal, la proteina interactia con LAMP- 2A (Jysosome-associated membrane protein 2), y se

transloca a través de la membrana hacia el lumen lisosomal'® (Figura 7B).

La microautofagia es un proceso de degradacion lisosomal no selectivo, que implica la
inmersion directa de la carga citoplasmatica en el lisosomas (mamiferos) o en la vacuola
(plantas y hongos). La microautofagia de sustratos solubles puede ser inducida por el
agotamiento de nitrégeno o por la accién de la rapamicina a través de vias de sefializacion
complejas. Entre sus funciones principales destacan el mantenimiento del tamafio de organelos,
la homeostasis de la membrana y la supervivencia celular bajo restriccion de nitrégeno (Figura

7(:)150.
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3.2. La formacion del autofagosoma

La autofagia es un mecanismo altamente conservado desde levaduras hasta mamiferos,
donde las proteinas relacionadas con la autofagia (Atg) son las que orquestan la iniciacion,
elongacion, maduracién y fusion del autofagosoma'>!. Existen dos sistemas de conjugacion de

ubiquitina que intervienen en la formacion del autofagosoma (Figura 8).

En un primer paso, el extremo C-terminal de Atgl2 se activa por accién de Atg7 (E1-
like), formando el intermediario Atgl2-Atg7. Posteriormente, la proteina Atgl2 es transferida a
Atgl10 para formar el complejo Atgl2-Atgl0. El C-terminal de Atgl2 se une covalentemente a
la lisina 130 del Atg5. Este nuevo complejo (Atgl2-Atg5) se une en forma no covalente a la
proteina homologa de levaduras Atgl6L!>2. El complejo Atgl2/Atg5/Atgl6L  reside
mayoritariamente en el citosol, aunque una pequena fracciéon se ubica en la membrana del
autofagosoma. En el proceso de elongacién la distribucion del complejo Atgl2/Atg5/Atgl6L
es asimétrica, asociandose en gran parte a la membrana externa. Finalmente, este complejo se

disocia de la membrana al completarse la formacion del autofagosoma!>® (Figura 8).

La proteina LC3 (microtubule-associated proteins 1A/ 1B light chain 34) en mamiferos, 6
Atg8 en levaduras, experimenta algunas modificaciones post-traduccionales antes de unirse a la
membrana del autofagosoma. Inmediatamente después de su sintesis se eliminan 22
aminoacidos en ratas, y 5 aminoacidos en humanos, correspondientes al C-terminal. Este
procesamiento es catalizado por la proteina Atg4. La forma procesada, LC3-I, reside
principalmente en el citosol y conserva un residuo de glicina en el C-terminal. Tras la
activacion por la proteina Atg7, la cual funciona también como una enzima activadora de
Atgl2, el LC3-I es transferido a una enzima E2 del sistema de ubiquitinacién, homéloga a
Atg3 y se conjuga conjuga con fosfatidiletolamina. El producto final, llamado LC3-11, se asocia
al precursor de la membrana y a diferencia del complejo Atgl2-Atg5/Atgl6L, permanece
unido a la membrana interna después de completar la formaciéon del autofagosoma y es
degradado por la fusién con el lisosoma (Figura 8). La proteina LC3-II que se encuentra en la
parte citosélica de la membrana del autolisosoma, es delipidada por la proteina Atg4 y
reciclado!*1% (Figura 8). El sequestosoma 1 (SQSTM1) es una proteina de unién a ubiquitina
que participa en el estrés oxidativo y en la autofagia. E1 SQSTM1 forma agregados de proteinas
que pueden ser degradados a través del autofagosoma, gracias su interaccion con LC3 en la
membrana del autofagosoma. La degradaciéon lisosomal de los autofagosomas conduce a una

disminucion de los niveles del LC3-1T y del SQSTM1 como patte del flujo autofagico®>’-1%.
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Figura 7. Diferentes tipos de autofagia. A) Macroautofagia, se caracteriza por secuestrar las estructuras blanco en una
doble membrana vesicular llamada autofagosoma. La formacién del autofagosoma comienza con la expansion y cierre del
fagoforo, para luego exponer su contenido en el lumen del lisosoma para su degradacion y posterior reciclaje. B) En la
autofagia mediada por chaperonas, la chaperona Hsc70 reconoce las proteinas con el motivo KFERQ-like para asociarlas
posteriormente con la proteina de la membrana lisosomal LAMP-2A, induciendo su oligomerizacion. Este evento transloca
las proteinas especificas al lumen del lisosoma donde seran degragadas. C) La microautofagia implica el reclutamiento de
componentes que se encuentran en la proximidad del lisosoma, y su posterior invaginacién y degradacion!S.

Existen distintas clases de PI3K (phosphatidylinositide 3-kinase) que regulan la autofagia en
células de mamiferos. La actividad de la PI3K clase III (PI3KC3), es esencial para para la
biogénesis del autofagosoma, mientras que la inhibiciéon de la PI3K clase I (PI3KC1) puede
estimular la autofagia a través de la ruta de mTOR!. La quinasa hVps34 fosforila el
fosfatidilinositol para formar fosfatidilinositol 3 fosfato (PtdIns3P) el cual posibilita la sintesis
del autofagosoma. La quinasa hVps34, forma parte del macro-complejo iniciador de la
autofagia que incluye a Beclin-1/Atg6 y Atgl4L. La actividad de hVps34 se incrementa cuando
interacciona con Beclin-1, el cual posee varios patrones de unién que dirigen la formacién del
autofagosoma'®!. Cuando Beclin-1 interactia con Atgl4L, Ambral (activating molecule in Beclin-1-
regulated autophagy), UNRAG (UL irradiation resistance-associated gene) y Bif-1 (endophilin BT), regula

positivamente la autofagia. Mientras que su interaccion con Rubicon, proteinas anti-

29



apoptoticas Bcl-2-BCL-X. y la proteina pro-apoptética Bim, regula negativamente la
autofagia'®?, La GTPasa Rab5, también se une a este macro-complejo, activando hVps34 para
inducir autofagial®®. El macro-complejo ULK1-ATG13-FIP200 también interviene en la
biogénesis del autofagosoma y los mecanismos implicados en su regulaciéon los describiremos
mas adelante. La proteina Atg9, localizada en la red trans-Golgi, es la encargada de la
elongacion del fagoforo para la formacién del autofagosoma'®t. Los autofagosomas en primer
lugar se fusionan con los endosomas tardios para formar los amfisomas, los cuales se
fusionaran con los lisosomas formando los autolisosomas. Estos eventos de fusién son
mediados por los complejos Rab7/HOPS (homotypic fusion and vacuoles protein sorting), ESCRTSs
(endosomal sorting complexes required for transpord), SNARE (IN-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment
protein receptors) y la clase C de proteinas Vps. En la formacién del amfisoma, la unién entre las
membranas vesiculates es dirigida por el complejo GTPasa Rab7 y su efector/activador HOPS.
Los complejos ESCRT y SNARE regulan la formacién del amfisoma y la maduracién del

autofagosoma!®>1% (Figura 8).

Aunque los mecanismos implicados en la formacién y regulaciéon del autofagosoma
estan relativamente bien caracterizados, se conoce mucho menos acerca de la organizacion
general de la ruta y en que medida los diversos elementos funcionales se comunican entre si.
Un analisis proteémico de células humanas en condiciones basales de autofagia ha puesto de
manifiesto la complejidad de las interacciones, revelando una red de 751 interacciones entre
409 candidatos, con una amplia conectividad entre las subredes. Muchos de los nuevos
componentes de la red de interaccidon, estain involucrados en el trafico de vesiculas,

fosforilacion de lipidos y proteinas y la ubiquitinacion!®’.

3.3. Regulacion de la autofagia por laviade mTOR

La proteina quinasa mTOR es uno de los sensores mas importantes en la regulacion de
la respuesta celular a la disminucién o ausencia de nutrientes. mTOR es una serina/treonina
quinasa que forma parte de dos complejos proteicos: mTORC1 y mTORC2!%, El complejo
mTORCI esta constituido por Raptor (regulatory-associated protein of n'TOR), PRAS40 (proline-rich
Akt substrate of 40 £Da), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8) y Deptor (DEP-domain
containing m'TOR-interacting protein). El complejo mTORC2 esta constituido por Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR), Protor (protein observed with rictor), mSIN1 (mammalian stress-

activated mitogen-activated protein kinase-interacting protein 1), mLST8 y Deptor. En este complejo
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Figura 8. La ruta de la autofagia en mamiferos y la maquinaria reguladora. La autofagia es iniciada por la formacién del
fagoforo en el citoplasma, el cual engulle componentes citoplasmaticos para formar el autofagosoma. Los autofagosomas se
fusionan con los endosomas tardios para formar el amfisoma que se fusiona con los lisosomas. La vesicula donde los
componentes citoplasmaticos son degradados se denomina autolisoma. La autofagia es controlada por vias dependientes e
independientes de mTOR. El complejo ULK1-Atg13-FIP200 controla la autofagia por mecanismos downstream de mTOR.
El complejo PISKC3 formado por Beclin-1/hVsp34/hVspl), controla la formaciéon del autofagosoma por rutas
independientes de mTOR. Proteinas que interactuan con Beclin-1 como Atgl4L, UVRAG, Bif-1, Ambra-1 6 Rab5 en su
interaccién con hVsp34, modulan positivamente este proceso. La elongaciéon del fagoforo implica dos sistemas de
conjugacion de ubiquitina. La conjugacién de Atg5-Atgl2 se realiza a través de Atg7 (E1) y Atgl0 (E2), mientras que en la
conjugacion de LC3-PE intervienen Atg7 (E1) y Atg3 (E2). El conjugado Atgd-Atgl2 forma un complejo con Atgl6: Atgd-
Atgl2.Atgl6, el cual ejerce su actividad E3 a través de la conjugaciéon de LC3-PE (LC3-II). LC3-II es un marcador
especifico de los autofagosomas que es degradado en el autolisosoma, asi como también puede der delipidado y reciclado a
través de Atg4!7.

Complejo
PI3KC3

mTOR tiene un papel importante en la regulacién de la autofagia ya que su actividad quinasa es
muy sensible a la disminucion de nutrientes, nitrégeno, ATP o a la rapamicina. Al contrario que
en el complejo mTORCI, la actividad de mTor en mTORC2 no se ve inhibida por la
rapamicina!®170 Durante periodos de inanicién, se inhibe la actividad de mTORCI1 vy se induce
la autofagia para reciclar componentes celulares como una fuente de energfa. La inhibicién de
mTOR vy la induccién de autofagia se asocia con la reducciéon de la fosforilaciéon de dos
efectores downstream m'TOR, p705K (ribosomal protein S6 kinase-1) y 4E-BP1 (transiation initiation
Sfactor 4E-binding protein-1) en Thr*? /The*?! /Ser*?* y Thr?" /Thr*® respectivamente! .

A continuacién describiremos brevemente los mecanismos que controlan la autofagia,

vinculados a mTOR. Estos eventos se encuentran resumidos en la Figura 9.
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3.3.1. Control de la autofagia por el complejo ULK1-ATG13-FIP200/mTORC1

En condiciones de abundancia de nutrientes mTOR inhibe la autofagia mediante la
uniéon directa con el complejo ULKI1-ATG13-FIP200, inactivando por fosforilaciéon la
actividad de las quinasas Atgl3 y ULKI1. En condiciones de inanicién o en el tratamiento con
rapamicina, mTOR se disocia de este complejo, conduciendo a la desfosforilacién y activacion
de la quinasa ULK1. ULK1 fosforila a Atg13, a FIP200 y a si misma, disparando el inicio de la
autofagia!”2. Diversas seflales como la incorporacion de aminodcidos, factores de crecimiento,

una alta tasa de recambio ATP/AMP activan mTORC1 e inhiben la autofagia!”>.

3.3.2. Control de la autofagia por la deteccion de nutrientes a través de la ruta Rag/

mTOR

Los aminoacidos son necesarios para la activacion de mTOR. Sin embargo, el
mecanismo mediante el cual mTOR detecta los niveles intracelulares de aminoacidos no estaba
del todo esclarecido. Estudios recientes han demostrado que la absorciéon celular de L-
glutamina y su posterior secrecion en presencia de los aminoacidos esenciales es el paso
limitante que activa mTOR. La absorciéon de L-glutamina es regulada por el transportador de
aminoacidos SLC1A5. La inactivacion de SLC1A5 inhibe el crecimiento celular y activa
autofagia. El transportador bidireccional SLC7A5/SLC3A2, regula el transporte de L-leucina y
aminoacidos esenciales hacia el interior celular y la secrecién simultanea de L-glutamina fuera
de las células. Los niveles intracelulares de IL-glutamina modulan la actividad de los
transportadores  SLC1A5 y SLC7A5/SLC3A2, proporcionando un interruptor para la
absorciéon de aminodcidos no esenciales y regulando la sefializacion de mTORC174176 (Figura

9.

La GTPasa Rag (Ras-related GTP-binding protein), existe como un heterodimero entre
RagA 6 RagB unido a RagC 6 RagD. Las GTPasas Rag junto con Regulator y la v-ATPasa
forman un complejo ubicado en la superficie de los lisosomas, que se encarga de dirigir la
sefializacion de mTOR cuando la concentracion de aminoacidos varia. Cuando la
concentracién de aminoacidos es baja, las GTPasas Rag permanecen en un estado inactivo,
donde el complejo RagA/B se encuentra unido a GDP y el complejo RagC/D a GTP. En
presencia de aminoacidos, las GTPasas Rag cambian a su conformacién activa donde el
complejo RagA/B se encuentra unido a GTP y el complejo RagC/D a GDP. El heterodimero

activo de Rag interactia fisicamente con Raptot, secuestrando y activando mTORC1 en la
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superficie de los lisosomas, regulando negativamente la autofagia!”. El reclutamiento de
mTORCI1 en la superficie lisosomal, promueve su interaccion con TFEB (#ranscription factor
EB), fosforilandolo e inactivandolo. Cuando hay deficiencias nutricionales, mTORCI libera a
TFEB, el cual se dirige al nicleo, activando la expresion de genes relacionados con las vias de

degradacion lisosomal y la autofagia!” (Figura 7).

Bajos niveles de glucosa, también promueven la traslocacion de mTORC1 hacia el
citoplasma. Cuando se restablecen los niveles de glucosa se observa una recolocalizacién de
mTORC1 en la superficie lisosomal. Sin embargo, en células que expresan Rag
constitutivamente activo, mMTORC1 se localiza en la superficie lisosomal independientemente
de las concentraciones de glucosa. La v-ATPasa lisosomal regula la interaccién de Regulator en
la superficie del lisosoma como respuesta a la disponibilidad de aminoacidos o glucosa. Las
GTPasas Rag constituyen un sensor de nutrientes multi-entrada, en el que los aminoacidos y

glucosa convergen, de una manera v-ATPasa dependiente, #pstreans mTORC1'7 (Figura 9).

3.3.3. Control de la autofagia por factores de crecimiento a través de la ruta

PI3BKC1a/Akt/TSC/mTORC1

Ila mayor cascada de sefializaciéon encargada de la regulacion de mTORCI es la ruta
PI3KCla (Figura 9)!®. La unién de factores de crecimiento, insulina, integtrinas, proteinas
GPCRs (G-protein-coupled receptors) u oncogenes tipo Ras, a sus respectivos receptores de
membrana activan el complejo PI3KCla. El complejo PI3KCla cataliza la conversion de
PtdIns(4,5)P, a PtdIns(3,4,5)P;. El PtdIns(3,4,5)Ps se une a proteinas con dominio PH
(pleckstrin homology) como la serina/treonina quinasa PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) y
Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1), activando y translocando ambas proteinas a la
membrana plasmatica. Esta activacién inhibe la autofagia. El supresor de tumores PTEN

(phosphatase and  tensin  homologue  deleted  from chromosome 10), antagoniza con PI3KCla
desfosforilando PtdIns(4,5)P2 y PtdIns(3,4,5)P;, evitando de este modo la activacién de Akt y

de PDK1, activando asi la autofagia! 78179

La activacion de Akt también activa al complejo mTORCI a través de la via TSC/Rheb.
El complejo TSC1/2 (tuberous sclerosis complex) es una GAP (GTPase-activating protein) que inhibe
la funcién de Rheb mediante la uniéon de GDP. La activaciéon de Akt induce la fosforilacion del
TSC2 inhibiendo su actividad GAP sobre Rheb y la formacién del complejo TSC1/2,

permitiendo que Rheb se una directamente a mMTORC1 activindolo!8%181,
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El factor de transcripcion FoxO3 (forkbead box) en su conformacioén activa, promueve la
autofagia mediante la transcripcién de genes como LC3, Bnip3 (Be/-2/ adenovirus E1B 19 kDa-
interacting protein 3), Vps34 y ULKI. La activaciéon de Akt induce la fosforilaciéon y consecuente

inactivacion del factor de transcripcion FoxO3, impidiendo su translocacion al nicleo!82.

3.3.4. Control de la autofagia mediante sensores de energia a través de la ruta

AMPK/TSC/mTORC1

Durante periodos de estrés metabdlico, la activacion de la autofagia es esencial para la
viabilidad celular. En células de mamiferos, la reduccién de los niveles de ATP son detectados
por la quinasa AMPK (5= AMP-activated protein kinase). AMPK se activa a través de la quinasa
upstream 1LIKB1 (Liver Kinase BT), cuando la proporcion ATP/AMP disminuye. Esta activacion
induce la fosforilacion y activacion de TSC1/2, el cual inhibe la actividad de mTORCI a través
de Rheb!'®. La activacién de la autofagia por la regulacion negativa de mTOR resulta en una
elevada produccién de ATP gracias al reciclaje de nutrientes. Adicionalmente, la via LKB1-
AMPK fosforila y activa p27"r!, un inhibidor de cdk (cyelin-dependent kinase) que induce un
arresto en el ciclo celular, esencial para prevenir la muerte celular y favorecer la supervivencia

en respuesta a estrés bioenergético producido por la privaciéon de nutrientes 184 (Figura 9).

El estrés nitrosativo mediado por el NO inhibe la sintesis del autofagosoma. El NO
inhibe a la quinasa IKK[ (inbibitor of nuclear factor B kinase B), 1o que conlleva a una caida en la
actividad de AMPK y TSC1/2, y a una activacion de mTORC1!%. Ta activacion de IKKJ,
fosforila AMPK y JNKI1 para estimular la autofagia en un proceso independiente del factor
nuclear NF-#B'¢. El p53 citopldsmico inhibe la autofagia posiblemente a través de la via
AMPK/TSC/mTORCI. Cuando se detectan bajos niveles de glucosa, p53 se activa a través de
la fosforilacién mediada por AMPK, inhibiendo la actividlad de mTORC1'". La quinasa
AMPK interviene en la autofagia inducida por hipoxia. Durante la hipoxia, la respiracion

mitocondrial se deteriora, produciendo una disminucién de la proporcion de ATP:AMP, la cual
es detectada por AMPK. La activacion de AMPK resulta en la inhibicién de mTORCI a través
de TSC2188,

34



3.4. Regulacion de la autofagia por rutas independientes de mTOR

Ademas de la regulaciéon de la autofagia por mTORCI y las diversas rutas de
seflalizacion up y downstream que inciden en él, se han descrito varias rutas de sefializacion de la

autofagia independientes de mTORC1 susceptibles a perturbaciones quimicas (Figura 10).

3.4.1. Control de la autofagia por la ruta de senalizacion del inositol

Esta ruta es estimulada por la PLC (phospholipase C), la cual hidroliza el PtdIns(4,5)P2
para formar Ins(1,4,5)P; y DAG (diacylglycero)). El Ins(1,4,5)P; funciona como segundo
mensajero y se une a su receptor (IP3R) en el RE, liberando el Ca?* desde almacenes
intracelulares, principalmente del RE al citoplasma. El poro conductor del IP3R comprende
s6lo el 5% del total del receptor y se sitia en el extremo C-terminal de la proteina, mientras
que el sitio de unién a ligando Ins(1,4,5)P; se encuentra entre los aminoacidos 226-578 del
extremo amino terminal'®. El Ins(1,4,5)P; es degradado por una 5’-fosfatasa y la IPPasa
(znositol polyphosphate 1-phosphatase) para formar InsP, el cual es hidrolizado por IMPasa (inosito/
monophosphatase) en inositol libre requerido para la sefializacion de esta ruta!®’. Concentraciones
intracelulares elevadas de Ins(1,4,5)P; inhiben la sintesis del autofagosomal”!. Agentes que
disminuyen el inositol, como las drogas de estabilizacion del humor como el litio, la
carbamazepina o acido valproico, inducen autofagia y facilitan la eliminaciéon de sustratos
autofagicos sin inhibir la actividad de mTORCI. La rapamicina tampoco afecta los niveles de
inositol, sugiriendo que el control de la autofagia por el Ins(1,4,5)Ps y mTOR esta mediada por
dos rutas independientes. El litio actda inactivando la IMPasa, y disminuyendo en consecuencia

los niveles intracelulares del inositol'*? (Figura 10).

3.4.2. Control de la autofagia por la ruta cAMP/Epac/PLCe

La autofagia es regulada por el segundo mensajero cAMP. El incremento de los niveles
intracelulares del cAMP inhibe la autofagia. La inhibicién de la actividad de la adenilato-ciclasa
con 2’5°ddA induce autofagia y aumenta la degradacion del contenido autofagosomal por una
ruta independiente de mTORCI1, mientras incrementos en los niveles de cAMP, inhiben la
autofagia. La clonidina y la rilmenidine, drogas agonistas del receptor de imidazol-1 (I1R),

inducen autofagia por una ruta independiente de mTOR, reduciendo los niveles de cAMP!3.
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Figura 9. Regulacion de la autofagia por rutas dependientes de mTORCI. Diversas sefiales como factores de crecimiento,
disponibilidad de aminoacidos, condiciones de estrés y el estatus energético pueden activar mTORCI, el cual regula
negativamente la autofagia. La insulina y los factores de crecimiento actGan a través de la ruta PI3KCla/Akt/TSC/
mTORCI. La unién a sus respectivos receptores de membrana activa PI3KCla y Akt, resultando en la inhibicién de
TSC1/2 y permitiendo que Rheb active a mTORCI inhibiendo la autofagia. La activacién de p705°% por mTORC]1
también ejerce un bucle de retroalimentacioén inhibiendo IRS1 (msulin receptor susbstrate 1). Ademas la activacion de Akt
inhibe la transcripcién de genes relacionados con la autofagia por FoxO3. La afluencia de aminoacidos a través de sus
transportadores de membrana activa la GTPasa Rag (ruta Rag/mTORC1), la cual se une a la proteina residente en el
lisosoma Regulator y recluta a mTORC] activandolo e inhibiendo la autofagia. La activacion de mTORCI en la superficie
del lisosoma impide la translocaciéon de TFEB al ntcleo, previniendo la transcripcién de genes relacionados con la
autofagia y la via lisosomal. El estatus energético y distintas senales de estrés modulan la autofagia a través de la ruta
AMPK/TSC/mTORCI. Una proporciéon elevada de ATP:AMP, NO o la activacién del p53 citoplasmatico, inhiben
AMPK lo cual evita la activacién de TSC1/2, permitiendo la activaciéon de mTORCI1 a través de Rheb. El complejo
ULK1-Atg13-FIP200 regula la sintesis del autofagosoma downstream mTORC]1. La inhibicién de mTORC1 y PI3KK con
Torin2, 6 la inhibicién de PI3KCla y mTORC]1 con PI103, activan la autofagia!”3.

Es probable que la regulacion de autofagia a través de los niveles intracelulares de
Ins(1,4,5)P;s se deba a la liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmatico (ER), a través de
IP3R. Los niveles citosdlicos elevados de calcio activan las calpainas, las cuales activan
receptores acoplados a protefnas G (Gais), aumentando la actividad de la adenilil-ciclasa (AD),
influyendo directamente en los niveles de cAMP'*. Niveles intracelulares elevados de cAMP

inhiben la autofagia, mediada a través de Epac (exchange protein directly activated by ¢AMDP). La
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activacion de Epac activa a su vez Rap2B, una proteina G de la familia Ras, que induce la

hidrolisis de PtdIns(4,5) P2 a Ins(1,4,5)Psa través de PLCe!! (Figura 8).

3.4.3. Control de la autofagia por la ruta Ca>*/ calpaina

La autofagia es regulada por los niveles intracelulares de Ca®*. Estudios en hepatocitos
de rata demostraron que un incremento del Ca?* citosélico inhibe la autofagia!?>. Subsecuentes
estudios han encontrado que elevados niveles de Ca?* citosélico tiene efectos complejos en la
regulaciéon de la autofagia, tanto en la formacién del autofagosoma como en la fusion del
autofagosomas con el lisosoma. Tratamientos con thapsigargin inhibidor de la Ca?"/
Mg?*ATPasa del RE, 6 ionomicina, un ionoforo de Ca?*, bloquea el flujo autofigico y retarda
la degradacién del contenido de los autofagosomas!?®. Antagonistas de los canales L-type Ca?*,
el canal K*arp abridor minoxidil y el activador Gi de la sefializacién por clonidina, inducen la
autofagia. Estos farmacos actian por una ruta independiente mTOR, en la cual el cAMP regula
los niveles de IP3, influyendo en la actividad de las calpainas y activando a su vez la proteina
Gsa. La proteina Gsa regula los niveles de cAMP a través de la activacion de la adenilato
ciclasa (AD). Un incremento en los niveles citos6licos de Ca®* activa las calpainas 1y 2 (calcinm-
activated nentral proteinase). La inhibicion farmacolégica de las calpainas con calpastatin y
calpeptin, o por silenciamiento genético, incrementa el flujo autofagico, sin perturbacion de
mTORCI. Por el contratio, la activacién de las calpainas por la apertura de los canales de Ca?",
o la sobre-expresion de la calpaina 2 constitutivamente activa, inhiben la formacién del

autofagosoma!?3.

3.4.4. Control de la autofagia por la ruta JNK1/Beclin-1/PI3KC3

Beclin-1 es una proteina de 60 kDa fundamental para la activaciéon y tiene diversos
patrones de unién que regulan la autofagia. La modificacién post-traduccional de Beclin-1
junto con su asociacién a otras proteinas da lugar a distintos complejos PI3KC3, que regulan la
autofagia. Dentro de las proteinas capaces de asociarse a Beclin-1 se encuentran hVps34,
UVRAG, AMBRA1, Bif-1, Rubicon, IP3R, ATG14L/Barkor y Bcl-2192 Ta sintesis de los
autofagosomas requiere de la actividad de PI3CK3, la cual aumenta mediante la interaccion de
Beclin-1 con hVps3417. Los complejos Beclin-1-UVRAG y Beclin-1-ATG14L intervienen en
la regulacion de los primeros pasos de la autofagia, activando la formacién de los

autofagosomas.
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Figura 10. Regulacion de la autofagia por rutas independientes de mTORCI. Varias cascadas de sefalizacién como
cAMP/Epac/PLCe, Ca’*/calpaina y del inositol (Ins) regulan la autofagia de manera independiente de mTORC]1. La
activacion de la adenilato-ciclasa (AD) aumenta los niveles de cAMP, activando Epac y Rap2B. Esta activacion permite que
PLCe hidrolice el PtdIns(4,5)P> (PIPg) para producir Ins(1,4,5)P5(IPs), el cual inhibe la autofagia. El IP; se une al IPsR del
RE, liberando el Ca®* e impidiendo la maduracién del autofagosoma y la fusion con el lisosoma. El aumento del Ca%*
citosolico, tanto por la liberacion de los reservorios del RE como por la incorporacién de Ca?" a través del canal L-type-
Ca?* resultan en la activacién de las calpainas y la inhibicion de la autofagia. Las calpainas activan a Gsa, aumentando la
actividad de AD y generando cAMP. La unién de Bcl-2 a Beclin-1 inhibe la autofagia, mientras que el inhibidor selectivo
de Bcl-2 ABT737 induce la autofagia. La deficiencia de nutrientes o la inanicién, induce la fosforilacién de JNKI, el cual
fosforila a Bcl-2 e inhibe la formacién del complejo Bcl-2/Beclin-1. El Beclin-1 libre forma un complejo con hVps34
iniciando la formacién del autofagosoma. El complejo PI3KC3 comprende las proteinas Beclin-1/hVsp34/hVpsl5 y
regula la sintesis del autofagosoma, posiblemente en una ruta independiente de mTORCI, pero los mecanismos especificos
que regulan esa via no estan del todo esclarecidos!’3.

Sin embargo, se ha observado que la interaccion de UVRAG con la proteina Rubicon,
inhibe la autofagia impidiendo la maduracién de los autofagosomas!”®. La proteina AMBRA1
se asocia al complejo PI3KC3 que posee la proteina ATG14L, actuando como un modulador
positivo de la autofagia!®®. Bcl-2 es hasta la fecha la tnica proteina que inhibe la autofagia al
asociarse directamente a Beclin-1. La interacciéon de Bcl-2 con Beclin-1 impide el ensamblaje
del complejo Beclin-1-hVps34, e inhibe la autofagia. Por este motivo, ambas proteinas estan
sometidas a distintas modificaciones post-traduccionales que tregulan su interaccion®’. La
fosforilacién de Bcl-2 en los residuos Tht®, Set” y Set®” por INK1 (¢-Jun N-terminal kinase 1),

en ausencia de nutrientes, permite su disociacion de Beclin-1 y la consiguiente activacion de la
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autofagia, por la formacién del complejo Beclin-1/hVsp34. La deficiencia de nutrientes
también inhibe mTORCI, pero la expresion de JNKI1 constitutivamente activa no perturba la
actividad de mTORCI. La rapamicina, por otra parte, no afecta la fosforilacién de Bcl-2 por
JNKI1, sugiriendo que la regulacién de la autofagia por las rutas JNK1/Beclin-1/PI3KC3 y
mTOR son posiblemente independientes!’3. La mono-ubiquitinaciéon de Bel-2 por la ubiquitina
quinasa E3 Parkina estabiliza la unién de Bcl-2 con Beclin-1, aumenta la vida media de Bel-2 y
disminuye la activacién de la autofagia, sugiriendo que la mono-ubiquitinacién de Bcl-2
inhibirfa la autofagia al aumentar la cantidad de Bcl-2 disponible para unirse a Beclin-12%!

(Figura 10).
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Objetivos

La disponibilidad de arginina es un factor importante para la evolucién de la respuesta
inmune, y para el desarrollo y proliferacion de algunos tumores. Se conoce que en ausencia de
arginina, las células T pierden la expresién de la cadena CD3C y pueden mantenerse en un
estado senescente sin que se inicie un proceso apoptoético. Sin embargo, no se conocen en
detalle las alteraciones que llevan a la disfuncionalidad de las células T en ausencia de arginina.
Por lo tanto, en el presente trabajo de Tesis intentaremos establecer una relacién entre la
funcién de las células T, los neutréfilos y el cancer, utilizando la actividad arginasa como pieza
importante en la regulaciéon de los niveles de arginina libre en el medio extracelular. Para la

consecucion de este objetivo principal nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar los mecanismos involucrados en la supervivencia de células T en ausencia de

arginina.

2. Identificar los mecanismos responsables de la regulacion negativa de la cadena CD3({

de células T en ausencia de arginina.

3. Determinar el efecto de la arginasa I de neutréfilos humanos y su exocitosis en la

proliferacion y muerte de células tumorales.
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Materiales y Métodos






1. Cultivos celulares

Las lineas celulares humanas utilizadas se describen en la Tabla 1:

Tabla 1. Descripcion de las lineas celulares utilizadas en este estudio.

Linea Celular |Tipo celular N° de Pase (ATCC) N° Células/pocillo (96)
A549/ATCC Cancer de pulmoén no microcitico 3 3000
EKVX Cancer de pulmoén no microcitico 3 6500
HOP-62 Cancer de pulmoén no microcitico 4 3500
HOP-92 Cancer de pulmoén no microcitico 5 3500
NCI-H226 Cancer de pulmon no microcitico 4 3000
NCI-H23 Cancer de pulmon no microcitico 4 5500
NCI-H322M Cancer de pulmon no microcitico 5 3000
NCI-H460 Cancer de pulmoén no microcitico 4 2500
NCI-H522 Cancer de pulmoén no microcitico 4 4000
COLO 205 Colon 4 3000
HCC-2998 Colon 7 3500
HCT-116 Colon 3 3000
HCT-15 Colon 3 3000
HT-29 Colon 4 3500
KM12 Colon 4 6000
SW-620 Colon 6 3000
Hela Cuello uterino 23 1500
HEP-G2 Higado 34 2300
CCRF-CEM Leucemia 13 15000
HL-60(TB) Leucemia 8 6000
Jurkat Leucemia 32 5000
K-562 Leucemia 7 3000
MOLT-4 Leucemia 3 5000
RPMI-8226 Leucemia 7 3500
SR Leucemia 6 6000
BT-549 Mama 4 3000
HS 578T Mama 5 3000
MCF7 Mama 4 3500
MDA-MB-231 Mama 5 4000
MDA-MB-468 Mama 4 3000
T-47D Mama 4 4000
LOX IMVI Melanoma 4 3000
M14 Melanoma 3 4000
MALME-3M Melanoma 6 3500
MDA-MB-435 Melanoma 3 5000
SK-MEL-2 Melanoma 6 4000
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Linea Celular |Tipo celular N° de Pase (ATCC) N° Células/pocillo (96)
SK-MEL-28 Melanoma 4 4500
SK-MEL-5 Melanoma 5 4500
UACC-257 Melanoma 5 3000
UACC-62 Melanoma 5 3000
IGR-OV1 Ovario 3 3500
NCI/ADR-RES |Ovario 3 6000
OVCAR-3 Ovario 7 5000
OVCAR-4 Ovario 5 5000
OVCAR-5 Ovario 6 3000
OVCAR-8 Ovario 3 4000
SK-OV-3 Ovario 6 4000
BxPC-3 Pancreas 48 4500
MIA-PaCa-2 Pancreas 40 1000
PANC-1 Pancreas 57 4500
DU-145 Prostata 5 2500
PC-3 Prostata 3000
786-0 Renal 7 2500
A498 Renal 34 4000
ACHN Renal 4 5500
CAKI-1 Renal 4 6000
RXF 393 Renal 6 3000
SN12C Renal 4 3500
TK-10 Renal 5 4000
UO-31 Renal 5 3500
SF-268 Sistema Nervioso Central 4 4000
SF-295 Sistema Nervioso Central 3 3500
SF-539 Sistema Nervioso Central 3 3500
SNB-19 Sistema Nervioso Central 5 4000
SNB-75 Sistema Nervioso Central 3 3000
T98G Sistema Nervioso Central 4 4000
U251 Sistema Nervioso Central 5 3000

Los cultivos primarios utilizados fueron los siguientes:

« HUVEC, procedentes de células endoteliales de la vena del cordén umbilical

humano.
e Células T, procedentes de sangre periférica humana.
e Neutrofilos, procedentes de sangre periférica humana.

El cultivo de células se realiz6 a 37°C en atmodsfera humidificada y 5% de COg, en

medio de cultivo RPMI-1640 6 DMEM (HeLa) suplementado con 10% de suero fetal bovino
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(SFB) inactivado por calor (56°C, 45 min), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100
ug/ml de estreptomicina (GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA). Ademis
se utiliz6 RPMI-1640 sin arginina de GIBCO BRL suplementado con MnCl; a una
concentraciéon de 4 UM, 5% suero fetal bovino dializado (<10kDa) (Sigma, St. Louis, MO,
USA) descomplementatizado por calor (56°C, 45 min), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD,
USA).

2. Recuento de células viables mediante Trypan Blue

La reactividad del Trypan Blue se basa en el hecho de que el croméforo esta cargado
negativamente y no interacciona con la célula a menos que la membrana esté danada. Por lo
tanto, todas las células que excluyen el colorante son viables. Para realizar el conteo de células
viables, se tomé 0,5 ml de una suspension celular a la cual se afiadié 0,1 ml de Trypan Blue al
0,4%, se homogeneizo y se dejé a temperatura ambiente por 5 min. Bajo el microscopio y
utilizando una camara de Neubauer se procedié a contar las células viables no tefidas. El

porcentaje de células viables se calculé como sigue:

% n° Células viables = [(n® células viables) / (n° células viables + n° células no viables) x 100]

3. Aislamiento de células sanguineas

Las células sanguineas fueron aisladas a partir de sangre periférica humana por
sedimentacion con dextran al 6% en PBS, para eliminar el exceso de eritrocitos. La solucion
que contiene las células sanguineas fue centrifugada durante 8 min a 1200 rpm. El pellet celular
fue resuspendido en PBS en una proporciéon 1:1 con respecto al gradiente de densidad Ficoll-
Paque. La resuspencion celular fue dispensada encima del gradiente y centrifugada a 1500 rpm
durante 45 min. Las células mononucleares se obtuvieron de la interfase formada entre el
gradiente y el PBS. Se realizaron dos lavados con PBS y se resuspendieron en RPMI-1640
(10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). La
preparacion de células T esta formada tipicamente por 65-71% CD3+, 27-29% CD19+, y
<0.4% CD14+. Con la finalidad de purificar las células T, las células no adherentes se lavaron
con PBS y se pasaron dos veces a través de una columna de lana de nylon para disminuir las

células B y monocitos residuales como se ha descrito previamente??. Estas células fueron
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incubadas toda la noche a 37°C en atmosfera humidificada y 5% de COa. Después de la
incubacién se recogieron las células no adherentes (células T) que fueron posteriormente
lavadas con PBS y resuspendidas en medio RPMI-1640 (10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). La proliferacién de las células T fue
inducida mediante la incubacién durante cuatro dias con 0,5 pg/ml PHA, que activa la
proliferaciéon primaria y la expresion del receptor de interleuquina-2 (IL-2), seguido de un dia
de tratamiento con 0,5 pg/ml PHA y 50 U/ml (IL-2) en RPMI-1640 (10% SFB, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). Las células T resultantes
fueron CD25+ en mas del 80%. Las células polimorfonucleares fueron aisladas del pellet
celular resultante del gradiente de Ficoll-Paque, los eritrocitos residuales fueron eliminados por
choque osmoético mediante la resuspencion del pellet celular en 8 ml PBS y 24 ml de agua
destilada durante 1 min 15 seg. La isotonicidad se restableci6 mediante la adicién de 1 ml de

cloruro de sodio 5 M. Las células fueron centrifugadas a 800 g durante 7 min.

4. Generacion de sonicados de neutrofilos

Los neutréfilos purificados de sangre periférica humana fueron resuspendidos en PBS
(4 x 107 células/ml) y sonicados durante 3 min (80 amplitud) en un Sonicador Ultrasonic
Processor XL (Misonix, Inc. New Highway, Farmingdale, NY), y centrifugados a 20000 g
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante fue filtrado (0.2 um) y se midié la concentracién de
proteinas del extracto, mediante la soluciéon comercial Kit Protein Assay (BioRad, Richmond,
CA, USA). La concentraciéon de proteinas totales de cada muestra se determiné mediante la
interpolacién de las absorbancias obtenidas en una curva patron realizada con concentraciones

conocidas de BSA (Sigma).

5. Actividad arginasa

Para medir la actividad arginasa de los sonicados de neutréfilos se utilizaron 40 pl, a los
cuales se agregd 10 ul de 10 mM MnCly; la enzima fue activada calentando la reaccién a 56°C
durante 10 min. La hidrdlisis de arginina fue medida mediante la conversion de L-Arg a urea,
para lo cual se afiadié 50 wl de L-Arg 0,5 M (pH 9.7) y se incub6 a 37°C de 15 a 120 min. La
reaccion fue detenida con 400 pl de H20O (64%), H3PO4 (27%) y HaSO4 (9%) (7/3/1, v/v/v).

La concentraciéon de urea fue medida a 540 nm tras la adicion de 20 ul de a-
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isonitrosopropiophenone de 6% (disuelto en 100% etanol) seguido de calentamiento a 95°C

durante 30 min. Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima

necesaria para catalizar la formacién de 1 pumol de urea/min.

6. Ensayos de exocitosis

Neutréfilos aislados de sangre periférica humana (1 x 107 células) fueron estimulados
con phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA; 2,5 pg/ml, Sigma), formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP; 100 nM, Sigma) y factor de necrosis tumoral o (thTNF-a; 10 ng/mlL.
Promega, Madison, WI, USA) durante 15 min a 37°C y posteriormente se centrifugaron,
recogiéndose los sobrenadantes. Adicionalmente, otras muestras de neutréfilos se mantuvieron
en hielo y a 37°C sin estimulo como controles negativos. Las proteinas de los granulos fueron

analizadas por Western blot.

7. Aislamiento de células endoteliales a partir del cordéon umbilical

Se utiliz6 el medio de cultivo RPMI-1640 (con L-glutamina a 2 mM) suplementado con
suero fetal bovino (al 10% para el mantenimiento 6 20-30% en los primeros pasos de
aislamiento), 100 U/mL de penicilina y 50 pg/mL de gentamicina. Se prepatd colagenasa A a
una concentracion de 22 U/100 mL en buffer de Hanks-Wallace (NaCl: 136,89 mM; KCl: 5,36
mM; KH>POy: 0,44 mM; MgSO4.7H20: 0,81 mM; Na,HPO4.12 H20: 0,41 mM; CaCl2.2H>O:
1,7 mM; NaHCOz3:11,6 mM; glucosa: 5,55 mM). Esta solucién se mantuvo en agitacion y
oscuridad durante 10 min a temperatura ambiente. Esta solucién fue esterilizada por filtracion,
primero con filtros de 0.45 um y posteriormente de 0,22 um. El cordén umbilical, de al menos
20 cm, fue separado de la placenta proveniente de una embarazada con controles prenatales
normales y con un parto natural en condiciones asépticas. Las muestras fueron transportadas
en medio RPMI-1640 y procesadas en un tiempo inferior a 3 horas tras su obtencién. El
procesamiento de las muestras se realizé en condiciones de esterilidad bajo campana de flujo
laminar. Se utilizaron pinzas para cerrar los extremos del cordén umbilical, dejando
aproximadamente 0,5 cm de tejido, entre los extremos y las pinzas. El tejido sobrante fue
retirado con la ayuda de un bisturi. Se identificé la vena umbilical la cual fue canalizada y
obturada en un extremo. La vena fue perfundida con 50-60 ml de PBS, con una jeringa de 50

ml para lavar los restos de sangre. Después de los lavados, se obturd el otro extremo del
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cordon, y el aire contenido en la vena se succioné con una jeringa de 20 ml. Posteriormente, se
introdujeron de 10 a 20 ml de colagenasa en la vena. El cordén fue incubado a 37°C durante 30
min. Una vez finalizado el tiempo de incubacién, se realizé6 un masaje suave para facilitar el
desprendimiento de las células endoteliales del lecho vascular tratado con colagenasa.
Seguidamente se perfundié la vena por un extremo con 20 ml de RPMI-1640 suplementado
con 20% SFB y se recogié la solucidon resultante en tubos de centrifuga de 50 ml (BD
Laboratories, Los Angeles, CA, USA). La solucién que contenfa las células HUVEC, se
centrifugd durante 5 min a 1500 rpm. El sobrenadante fue descartado y las células HUVEC se
resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo fresco RPMI+SFB 20%. Las placas o flasks
utilizados para el cultivo de las células HUVEC se pretrataron con gelatina al 2% (peso/
volumen en PBS) 2 horas antes de hacer el pase. Las células se mantuvieron en condiciones
estandares de cultivo a 37°C con 5% de COa. Para estimular el crecimiento y proliferacion, las
c¢lulas HUVEC fueron estimuladas con factor de crecimiento de células endoteliales (ECGF) a

200 g/ml y heparina s6dica a 10 mg/ml.

8. Extraccion de RNA

Para la extracciéon y purificacion de RNA se utilizé el método desarrollado por

Chomczynski y Sacchi 20

, con el que se consigue la lisis celular manteniendo la integridad del
RNA. Este método consiste en utilizar una mezcla de fenol acido e isotiocianato de guanidinio,
que puede adquirirse de forma comercial con el nombre de TRIZOL® (Invitrogen, San Diego,
CA, USA). Por cada 5-10 x 10° de células, se afiadié 1 ml del reactivo TRIZOL®. Una vez
homogeneizada la mezcla, se incub6 la misma durante 5 min a temperatura ambiente. Para
favorecer la separaciéon de fases se anadieron 200 ul de cloroformo, y tras una agitacion
vigorosa y una incubacién de 2-3 min a temperatura ambiente, se procedi6 a la centrifugacién
de las muestras a 12000 x g durante 15 min a 4°C. Finalizada la centrifugacién, la mezcla quedo
separada en una fase inferior de fenol-cloroformo, una interfase, y una fase superior acuosa en
la que se encontraba el RNA. Una vez transferida la fase acuosa a un tubo limpio, se precipitd
el RNA afiadiendo 500 ul de isopropanol por cada ml de TRIZOL® utilizado, e incubando la
mezcla a -20°C durante 90 min o durante toda la noche. A continuaciéon se realiz6 una
centrifugacién de 15 min a 4°C a 12000 x g, tras la que se eliminé el sobrenadante y se lavo el
sedimento con 1 ml de etanol al 75% por cada ml de TRIZOL® utilizado en la fase de
homogenizacion. Por ultimo, una vez seco, el precipitado se resuspendié en agua tratada con

DEPC (0,1% dietil pirocarbonato) libre de RNAasas, y se incubé 10 min a 65°C hasta su
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completa disoluciéon. La cuantificacién y la determinaciéon del grado de pureza del RNA
extraido se llevé a cabo mediante electroforesis en geles al 1% de agarosa con formaldehido al
7%, y posterior tincién con bromuro de etidio y visualizaciéon en transiluminador de luz
ultravioleta; y mediante analisis de absorbancia de luz ultravioleta (UV) a 260 y 280 nm en un
espectrofotometro BioRad Smartspec 3000 (BioRad, Richmond, CA, USA). Se considerd que
la pureza de las muestras era 6ptima cuando la proporcién A260/A280 fue de 2 + 0,05. La

concentracion de RNA se determind con la siguiente formula:

[RNA] pg/ml = A260 x factor de dilucién x 44,19 (coeficiente de extincion del RNA)

9. Sintesis de cDNA a partir de RNA: transcripcion reversa (RT)

Se utilizaron 5 ug de RNA para transcribir a DNA complementario (cDNA) mediante
la reaccion llevada a cabo por la enzima transcriptasa reversa SuperScripTM III (Invitrogen,

San Diego, CA, USA) en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacién: incubacion durante 5 min a 65°C, seguida de al menos 1 min

en hielo, de 5 ug RNA, 50 ng hexameros y 1 ul de una mezcla 10 mM de

desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) en un volumen final de 10 pl.

2. Anillamiento: incubacién durante 10 min a 25°C de la mezcla del paso anterior
junto con 40 mM Tris-HCI (pH 8,4), 100 mM KCI, 10 mM MgCL2, 20 mM
DTT, 40 U RNasaOUT™, y 200 U SuperScript™ III RT en un volumen final

de 10 pl.
3. Sintesis de cDNA: incubaciéon de 50 min a 50°C.
4, Fin de la reaccidn: la reaccion de sintesis se detuvo con una incubacion de 5

min a 85°C, y a continuacién se procedié a la eliminaciéon del RNA sin
transcribir mediante el tratamiento de la mezcla final con RNAasa H durante 20

min a 37°C.

5. El cDNA una vez sintetizado se mantuvo a -20°C hasta ser utilizado.
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10. Amplificacion de DNAc mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR)

El cDNA se amplificé de manera semicuantitativa mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Para ello, detuvimos la reaccién en su fase exponencial (30 ciclos
aproximadamente), y comparamos la cantidad de cDNA amplificado del gen en estudio con la
de un gen utilizado como control interno (B-actina). Se mezclaron 250 ng cDNA, 10 pmol de
cada cebador, 0,2 mM de cada ANTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCI2 y
2,5 U de la DNA polimerasa de (ECOTAQ/BIOTAQ) (Barcelona, Espafia) en un volumen
final de 25 pl. La mezcla se introdujo en un termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR

System 9600 (Perkin Elmer, Massachusetts, USA), y se someti6 a los siguientes pasos:

5.1. Desnaturalizacion inicial: 95°C, 5 min.
5.2.  Amplificacién: 30 ciclos con las siguientes fases:
5.2.1. Desnaturalizacion: 95°C, 30 seg.
5.2.2. Anillamiento: 30 seg a la temperatura de anillamiento especifica

para cada par de cebadores utilizado.
5.2.3. Extension: 72°C, 90 seg.

5.3.  Extensién final: 72°C, 15 min.

El analisis de los productos de PCR se realizé6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% (p/v) en tampén TBE (45 mM Tris, 45 mM 4icido boérico, 1 mM EDTA) y
mediante tincién con bromuro de etidio. Las bandas correspondientes a los fragmentos
amplificados fueron visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta, y sus tamafnos
fueron determinados por comparaciéon con el marcador de peso molecular ¢X174/Hae 111
(Promega, Madison, WI, USA). Los cebadores utilizados junto con sus correspondientes

temperaturas de anillamiento se detallan en la Tabla 2.

52



11. Expresion y purificacion de la proteina de fusion mediante

cromatografia de afinidad

Para la amplificacién por PCR de la arginasa I de neutréfilos se utilizaron cebadores
flanqueados con los sitios de restriccion para las enzimas EcoRI y Xhol (Tabla 2), este
fragmento fue directamente clonado en el vector pCR 2.1 del kit TA Cloning (Life
Technologies S.A., Madrid, Espafa) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 DNA fue
secuenciado a partir de 5 clones independientes mediante ABI PRISM® 3100 Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). La subclonacién se llevé a cabo utilizando
los sitios de restriccion en el vector pGEX-4T1 (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) para
obtener la proteina recombinante ARG1 unida en su N terminal a GST. Bacterias E. co/i
BL21DES3, transformadas con el plasmido pGEX-4T1-ARG1, fueron cultivadas en medio
Luria-Bertani (LB) (0,5% extracto levadura, 1% NaCl, 1% triptona) con 100 pg/ml de
ampicilina en agitaciéon constante a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica correspondiente a
DO600 = 0,5 - 0,8. La expresion de la proteina de fusién GST-ARG1 se indujo a gran escala
adicionando 0,1 mM de IPTG al caldo de cultivo. Transcurridas 4 h, las bacterias fueron
recolectadas mediante centrifugaciéon a 5000 rpm, 15 min 4°C con un rotor JA-14 en una
centrifuga AvantiTM LE-80K (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA). El sedimento
obtenido fue resuspendido en 5 ml de PBS ftio, suplementado con 0,5 mM PMSF, 1 pg/ml
aprotinina, 1 pg/ml leupeptina y 0,1 mM EDTA, y sometido a 4 ciclos de ultrasonidos de 30
seg cada uno. Al lisado bacteriano resultante se le adicionaron 0,5 ml de Triton X-100 al 10%, y
tras una breve agitacién, se centrifugé a 14000 rpm 4°C, 10 min. El sobrenadante fue mezclado
con 200 ul de una suspensiéon de bolas de resina Glutathione Sepharose (Glutathione
Sepharose 4B beads, Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia), e incubado 12 h a 4°C en
rotacién constante. Finalmente, las bolas fueron sedimentadas por centrifugacién a 2000 rpm,
10 min, lavadas tres veces con PBS frio al 0,1% de Tritén X- 100, y equilibradas con tampén
de dilucién (20 mM HEPES, (pH 7,7), 0,1 mM EDTA, 2,5 mM MgCl,, 0,05% Triton X-100,
20 mM P-glicerofosfato, 0,1 mM Na3VOs, 0,5 mM PMSEF, 1 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml
leupeptina). Para liberar la proteina sobrexpresada de la resina de Glutathione Sepharose se
prepard el tampoén de elucién (50 mM Tris-HCL, 10 mM glutathione reducido) y se incubd 1 ml
de este tampén por cada 1 ml de preparado (tampén de diluciéon + resina + proteina) durante
10 min a temperatura ambiente. Las resina era sedimentada y el sobrenadante contenia la

proteina de fusion.
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Tabla 2. Cebadores utilizados en los ensayos de PCR. Esta tabla indica el nombre de los genes amplificados por
PCR, el nimero de acceso en la base de datos del NCBI, la secuencia de los cebadores utilizados, la
temperatura de anillamiento (TA) y el tamafo del fragmento esperado.

Gen N°Acceso Cebadores TA (°C) Fragmento
(pb)
5 ' -
TAGAATTCATGAGCGCCAAGTCCAG
A-3
ARG1 | NM_000045 5 . 58,5 952
TTCTCGAGCTTAGGTGGGTTAAGGT
A-3
NM_001079 | 5- CCTTGTAGTTGAGAACCAGG -3'
XBP1 56,5 440
539 5'- GGGGCTTGGTATATATGTGG -3'
B - 5'- CTGTCTGGCGGCACCACCAT -3'
) X00351 56,0 256
actin 5'- GCAACTAAGTCATAGTCCGC -3'

12. Anilisis de apoptosisy ciclo celular mediante citometria de flujo

Un total de 5 x 10° células fueron centrifugadas e incubadas toda la noche en 1 ml de
etanol al 70% en H>O (v/v) a 4 °C. Una vez fijadas, las células se lavaron tres veces con PBS y
se incubaron durante 1 h en oscuridad a temperatura ambiente con 1 mg/ml de RNAsa A y 20
ug/ml de ioduro de propidio. La proporcion de células en cada fase del ciclo celular se
determiné por medio de un citémetro de flujo FACScalibur (BD, San Jose, CA, USA). Para
analizar el fenotipo asociado a muerte celular con la externalizacién de fosfatidilserina en la
cara externa de la membrana plasmatica se utilizé el kit de AnexinaV/ioduro de propidio
(Clontech, Mountain View, CA, USA). Las células se centrifugaron y lavaron con 1 ml de 1x
Binding Buffer para posteriomente ser resuspendidas en 200 pl 1x Binding buffer. Se afadié
AnexinaV a una concentracion final de 1 pg/ml e ioduro de propidio (IP) a 50 pg/ml. Las
células marcadas fueron incubadas 15 min a temperatura ambiente y protegidas de la luz. A
continuacion se lavaron las células con PBS 1x para eliminar el exceso de compuesto. 1 x 104
células, fueron adquiridas con el software Cell Quest y analizadas con el software FlowJo en el
citometro de flujo FACScan (BD), con los filtros FITC (excitaciénA 494 nm y emisiéonAk 520
nm) y rodamina (excitacionh 540 nm y emisionA 570 nm). Las células viables fueron aquellas

negativas para anexina V e IP.
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13. Anilisis de expresion de antigenos en superficie mediante citometria de
flujo

Para el andlisis de la expresion de proteinas en la cara externa de la membrana
plasmatica, 1 x 10 células fueron centrifugadas, lavadas con PBS e incubadas durante 1 h a 4°C
con los anticuerpos primarios, cuya dilucién y tipo se detallan en la Tabla 3. El sobrenadante
del mieloma P3X63, cedido gentilmente por el Dr. F. Sanchez-Madrid (Hospital de La
Princesa, Madrid, Espafa), fue utilizado como control negativo. A continuacién, tras un lavado
con PBS se procedi6 a la incubacién de las células durante 1 h a 4°C con el correspondiente
anticuerpo secundario conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC, Dako, Glostrup,
Dinamarca), a una dilucién de 1:100 en PBS. Finalmente, tras un ultimo lavado con PBS; las
células fueron fijadas con 1,5% (v/v) de formaldehido en PBS, y se procedié a la cuantificacién
de su fluorescencia en un citémetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson). Para el analisis
de los resultados obtenidos se seleccionaron 10000 células por relacién tamafio/complejidad, y
el porcentaje de células positivas se estimé utilizando como control negativo células incubadas
con el sobrenadante del hibridoma P3X63, siguiendo las mismas condiciones experimentales
que las descritas para el resto de muestras. Para el analisis de la expresion de proteinas en la
cara interna de la membrana plasmitica, 1 x 10° células fueron centrifugadas a 1200 rpm
durante 5 min, lavadas con PBS y luego permeabilizadas y fijadas mediante el kit FIX &
PREM® Cell Fixation and Permeabilization de Invitrogen (Invitrogen, San Diego, CA, USA).
Con el software Cell Quest y analizadas con el software FlowJo en el citometro de flujo

FACScan (Becton Dickinson)

14. Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE, Western blot e

inmunodeteccion

Se utilizaron un total de 5-10 x 10°¢ células las cuales fueron lisadas en 60 pl del tampén
de lisis (25 mM HEPES (pH 7,7), 0,3 M NaCl, 1,5 mM MgCl, 0,2 mM EDTA, 0,1% Triton
X-100, 20 mM B-glicerofosfato, 0,1 mM ortovanadato sédico), suplementado con inhibidores
de proteasas (1 mM PMSF, 20 pug/ml aprotinina, 20 pg/ml leupeptina). Tras una agitacién
vigorosa y la posterior incubacién en hielo durante 20 min, las proteinas solubilizadas se
obtuvieron por centrifugaciéon a 13000 rpm, 20 min, 4°C. La medida de la concentraciéon

proteica se realiz6 mediante el método de Bradford?™, método colorimétrico basado en la

55



reaccion del colorante azul de Coomassie G-250 al unirse a proteinas. Se utiliz6 la solucion
comercial Kit Protein Assay (BioRad, Richmond, CA, USA), y la cantidad de proteinas totales
de cada muestra se determin6 mediante la interpolaciéon de las absorbancias obtenidas en una
curva patrén realizada con concentraciones conocidas de BSA (Sigma). Un total de 40-70 pg
de proteinas fueron desnaturalizados mediante una incubaciéon de 5 min a 95°C en tampon
Laemmli (2% SDS, 10% glicerol, 140 mM f-mercaptoetanol, 60 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0,01%
azul de bromofenol), y sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

(dodecilsulfato s6dico) (SDS-PAGE).

Una vez separadas en funcién de su peso molecular, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido)
utilizando como tampoén de transferencia 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% (v/v) metanol.
Tras eliminar los restos de metanol mediante un lavado con tampén TBST (50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20), las membranas fueron incubadas con Rojo Pongeau
(Sigma) para evaluar la transferencia y la igual carga de todos los pocillos. A continuacién, las
membranas fueron bloqueadas con leche desnatada al 5% (p/v) en TBST durante 60 min a
temperatura ambiente y agitacién, y posteriormente incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente, o toda la noche a 4°C, con los anticuerpos primarios que se detallan en la Tabla 3.
Tras el exhaustivo lavado de las membranas, se procedi6 a la incubacién con los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP), durante

1 h a temperatura ambiente en agitacion, y a su posterior lavado en TBST.

Finalmente, las membranas se incubaron durante un minuto con el sustrato de ECL
(enhanced chemiluminescence) de inmunodeteccion en filtro (Amersham Biosciences), y el
peso molecular de las proteinas en estudio se calculd utilizando marcadores estandar de peso
molecular conocido (Kaleidoscope Prestained Standards, BioRad). En algunos casos las
membranas fueron reutilizadas. Para conseguir eliminar los anticuerpos ya unidos, se
sumergieron las membranas en una solucién que contenfa, 100 mM [-mercaptoetanol, 2%
SDS, 62,5 mM Tris-HCI pH 6.2 durante 30 min a 56°C con agitacién ocasional, y tras el

posterior lavado con TBST, las membranas fueron bloqueadas con leche al 5%, y se continué

con las incubaciones con los anticuerpos correspondientes.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios. Esta tabla indica el nombre de cada anticuerpo, casa comercial de la cual
proviene y dilucion utilizada en cada tipo de ensayo: Western blot (WB), citometria de flujo (CF)
inmunofluorescencia (IF), inmunoprecipitacion (IP). Dependiendo del isotipo del cual provengan se indican con
una (r) los anticuerpos monoclonales hechos en ratén, (c) los policlonales hechos en conejo y (ca) los
policlonales hechos en cabra.

Nombre del Anticuerpo Casa comercial Dilucion
Anti-Akt (c) Santa Cruz Biotechnology 1:500 (WB)
Anti-ATF4 (c) Abcam plc 1:500 (WB)
Anti-ATG12 (1) Sigma-Aldrich 1:1000 (WB)
Anti-ATG7 (r) Sigma-Aldrich 1:1000 (WB)
Anti-Bap31 (ca) Santa Cruz Biotechnology 1:500 (WB)
Anti-Bcl-2 (1) BD Pharmingen 1:250 (WB)

Anti-Beclin 1 (c) Cell Signaling 1:1000 (WB); 1:200 (IP)
Anti-Caspasa 3 (c) BD Pharmingen 1:500 (WB)
Anti-Caspasa 4 (ca) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 (WB)
Anti-Caspasa 8 (1) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-CD11a (r) BD Pharmingen 1:100 (CF)

Anti-CD2 (1) BD Pharmingen 1:100 (CF)

Anti-CD3e (r)

BD Pharmingen

1:1000 (WB); 1:100 (CF)

Anti-CD3C (1)

BD Pharmingen

1:100 (CF)

Anti-CD45 (1) BD Pharmingen 1:100 (CF)

Anti-CD5 (1) BD Pharmingen 1:100 (CF)

Anti-CHOP (x) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-EDEM1(c) Sigma-Aldrich 1:500 (WB)

Anti-elF2a (¢) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-ERK1/2 (1) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-Akt (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-Bcl-2 (¢) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-elF2a. (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-ERK1/2 (1) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-PERK (c) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-GCN2 (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-mTOR (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-p70S6K (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-fosfo-SAPK/JNK (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-GRP78/BiP (c) Santa Cruz Biotechnology 1:500 (WB)
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Nombre del Anticuerpo Casa comercial Dilucion

Anti-IREa (c) Sigma-Aldrich 1:500 (WB)

Anti-LC3B (c) Cell Signaling 1:1000 (WB); 1:200 (IF)
Anti-p70S6K (r) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-PARP (1) BD Pharmingen 1:500 (WB)
Anti-PERK (ca) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 (WB)
Anti-SAPK/JNK (c) Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-SQSTM1/p62 () Cell Signaling 1:1000 (WB)
Anti-B-actina (1) Sigma-Aldrich 1:5000 (WB)

15. Microscopia de fluorescencia

Para detectar la expresion de L.C3, indicador de la formacion de los autofagosomas 153,

se utilizaron 2 — 4 x 10° células y fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min y lavadas dos
veces con PBS. Fueron resuspendidas en 100 pl de PBS, expandidas en un portaobjetos con
poli-lisina y colocadas en un bloque a 37°C para evaporar el exceso de PBS tratando de causar
el menor dafio posible a las células. Estos portaobjetos fueron sumergidos en una soluciéon de
p-formaldehido al 3,7% en PBS, durante 20 min a temperatura ambiente. A continuacién, las
células fueron lavadas con PBS frio varias veces y permeabilizadas con Triton X-100 al 0,1% en
PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Para bloquear los sitios de aldehidos libres, las
células fueron bloqueadas con glicina 10 mM durante 10 min a temperatura ambiente. Los
portaobjetos se bloquearon con 1% BSA en PBS durante 30 min a temperatura ambiente y
luego se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, durante 1 h a temperatura
ambiente. Tras varios lavados con PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario especifico
FITC (verde). Finalmente, se montaron los cubreobjetos sobre los portaobjetos utilizando la
solucion SlowFade Light Antifade Kit (Molecular Probes) para sellarlos. La localizacion
subcelular se analiz6 mediante microscopia confocal utilizando un microscopio confocal

LEICA SP5. Las imagenes as{ adquiridas se analizaron con el programa LLAS AF Lite.

16. Coinmunoprecipitacion

Un total de 2 x 107 células fueron incubadas 30 min en hielo con 200 pl de tampén de

lisis (30 mM Tris-HCL, (pH 7.,5), 1% Triton X-100, 10% glicerol, 150 mM NaCl, 2 mM
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Na3VOy, 2 pg/ml aprotinina, 2 pg/ml leupeptina, 2 mM PMSF) y postetiormente
centrifugadas a 12000 rpm, 20 min, 4°C. Con la finalidad de eliminar toda posible unién
inespecifica, el sobrenadante resultante se incub6 durante 4 h a 4°C, en rotacién constante con
300 ul de una soluciéon de bolas de proteina A-sepharosa al 20% en tampoén de lisis. La
proteina A de Staphylococcus aunreus, se une a la region Fc de las inmunoglobulinas a través de
interacciones con la cadena pesada; dado que solo la region Fc esta implicada en la interaccion,
la regiéon Fab se encuentra disponible para unirse a su correspondiente antigeno. 2 ul del
anticuerpo policlonal de conejo anti-Beclin 1 (Cell Signaling Biotechnology) fueron incubados
durante 2 h a 4°C en constante rotacién con 200 pl de bolas de proteina A-sepharosa al 20%
en tampon de lisis. Tras dos lavados con tampon de lisis, las bolas con el anticuerpo anti-Beclin
1 unido fueron incubadas 2-3 h en rotaciéon a 4°C con los extractos celulares. El complejo
bolas-anticuerpo-antigeno fue sedimentado mediante centrifugacion a 12000 rpm, lavado 5
veces con tampoédén de lisis, y finalmente resuspendido en 15-20 pl de tampoén Laemmli dos
veces concentrado e incubado durante 5 min a 95°C. Tras la eliminacién de las bolas por
sedimentacion, las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE y posterior Western-blot
utilizando el anticuerpo monoclonal anti-26-kDa Bcl-2 (BD Biosciences), y como control de la
cantidad de proteina cargada, el mismo anticuerpo utilizado para inmunoprecipitarla. Como
control negativo, los extractos celulares fueron simultineamente inmunoprecipitados con el

sobrenadante del mieloma P3X063, y procesados en paralelo y de forma similar a la

anteriormente descrita.

17. Proliferacion celular

El Kit de proliferacion celular XTT (Cell Proliferation Kit II-XTT. ROCHE) es un
ensayo colorimétrico no radioactivo que cuantifica la proliferaciéon celular, viabilidad y
citotoxicidad. Este ensayo se basa en la conversion de la sal de tetrazolium XTT en presencia
de un reactivo de acoplamiento de electrones, que produce formazan. Esta conversion solo
ocurre en células viables. Las células son cultivadas en 100 pl de medio de cultivo en placas de
96 pocillos, a una densidad celular adecuada para evitar el sobrecrecimiento y dependiendo de
cada tipo celular como se describe en la Tabla 1. Después de colocar los tratamientos, se
cultivan las células durante 72 horas. Pasado el tiempo del tratamiento, se coloca el reactivo
siguiendo las instrucciones del fabricante. I.a absorbancia es medida a 490 y 690 nm en un

lector de placas.
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18. Tincion con naranja de acridina

La tincién de células con naranja de acridina se ha llevado a cabo segin las
instrucciones del fabricante (Acridine Orange Staining Solution - Life Technologies). En
células tefiidas con naranja de acridina, el citoplasma y nucléolo emiten fluorescencia verde y
rojo tenue, mientras que los compartimientos acidos emiten una fluorescencia de color rojo
brillante. La intensidad de la fluorescencia roja es proporcional al grado de acidez?®. La
solucion de naranja de acridina se agregd a las células en cultivo a una concentracion final de
2,5 mg/ml, después de 10 min las células fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 8 min y

lavadas dos veces con PBS. Las células fueron analizadas por citometria de flujo en

FACSCalibur (Becton Dickinson) usando el software Flow]o.

19. Actividad del proteasoma

La actividad del proteasoma fue cuantificada mediante el kit 20S Proteasome Activity
Assay (Chemicon, Darmstadt, Alemania). El ensayo se basa en la detecciéon del fluoréforo 7-
amino-4-metilcumarina (AMC) después de la escision del sustrato marcado LLVY-AMC. La
actividad de la subunidad 20S del proteasoma fue cuantificada por triplicado incubando 20 pg
de lisado proteico de cada cultivo celular con el sustrato marcado LLVY-AMC a 37°C durante
60 min. E1 AMC liberado por la actividad del proteasoma se cuantificé usando un lector de
placas (ULTRA Evolution; XFLUOR4 Version V4.50). La curva estandar se realiz6 con
diluciones seriadas de AMC. La actividad del proteasoma fue confirmada utilizando el
inhibidor del proteasoma lactacystin (10 uM) para descartar cualquier degradacion del AMC

que no sea por la actividad del proteasoma.

20. Flujo autofigico

El flujo autofigico fue determinado por citomettia de flujo?®. Las células T vy las
células Jurkat EGFP-LC3 fueron centrifugadas a 1200 rpm y lavadas con PBS. De cada
muestra se tomaron dos alicuotas, una de las cuales fue lavada con PBS al 0,05% de saponina
durante 5 min con agitacion. Las células T fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal
anti-LC3 a una dilucién 1:100 durante 30 min, lavadas con PBS e incubadas con un anticuerpo

secundario conjugado con Cy2 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) a una dilucién 1:100
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por 30 min. Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el citémetro
FACSCalibur (Becton Dickinson). En cada muestra, se analizaron 30.000 eventos. Los datos

fueron analizados con el software Flow]o.

21. Transfeccion de lineas celulares

Las células Jurkat fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en medio OptiMEM® a
una concentracién de 1 x 105 células/ml para la transfeccion del plismido que contenia el gen
reportero EGFP-LC3 y 1 x 107 células/ml para el silenciamiento de los genes BECN1
(L-010552-00-0005) y ATG7 (1.-010552-00-0005) de Dharmacon (SMARTpool), GCN2
(sc-45644) de Santa Cruz Biotechnology y IRE1a (RI11837) de AbGent. Para cada pocillo de
células, se diluyeron 5 ug de DNA del EGFP-LC3 y 50 nM de cada siRNA en 25 pl de medio
de OptMEM® (Invitrogen). A continuacién, se diluyé 1 wl de Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) en 25 ul de OptiMEM®, durante 5 min a temperatura ambiente, después del
tiempo de incubacién se anadi6 la dilucién del DNA y del siRNA a la Lipofectamine ™ y se
incub6 durante 30 min. La mezcla se anadié a cada pocillo y se dejo incubar durante 4 h.
Transcurrido el tiempo las células fueron centrifugadas 800 rpm durante 8 min y resuspendidas
en 1 ml de medio OptiMEM® vy se dejaron a 37°C durante toda la noche. Las células
transfectadas con EGFP-LC3 fueron seleccionadas con 1 mg/ml de geneticina (G418-

SIGMA).
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Resultados






I. La ausencia de L-Arg en células T humanas induce autofagia
como respuesta citoprotectora al estrés del reticulo

endoplismico

I.1. Expresion de CD3C y otros antigenos de membrana en ausencia de L-

Arg

L-Arg es un aminodacido semi-esencial que juega un papel importante en la respuesta
inmune®. La L-Arg puede ser metabolizado por la 6xido nitrico sintasa (INOS) para
produccién de 6xido nitrico, o por la Arginasa I 6 I (ARG1 6 ARG2) para la producciéon de
urea y L-ornitina. La L-ornitina es utilizada como sustrato en la ruta de producciéon de
poliaminas, importantes componentes de la proliferacion celular*®. La L-Arg es necesaria para
la expresion del receptor de células T (TCR) encargado de la transducciéon de sefiales que
intervienen en la produccién de citoquinas, supervivencia celular, proliferacion y diferenciacion
celular?’. T.a deficiencia de L.-Arg disminuye la expresion de la cadena zeta (CD3T) del TCR
afectando a la participacion de las células T en la respuesta inmune*>12%, Sin embargo, el
mecanismo mediante el cual la ausencia de L-Arg inhibe la funcién de las células T en la

respuesta inmune e induce la bajada de expresién del CD3C no esta del todo esclarecido.

La deficiencia de L-Arg asi como de otros aminoacidos puede ser detectada por
sensores celulares altamente sensibles a las necesidades nutricionales. La quinasa GCN2 es un
sensor especifico de la deficiencia de aminoacidos en células de mamiferos. Bajo condiciones
de restriccion de aminoacidos, GCN2 fosforila el factor de iniciacién eucaridético 2 en la
subunidad o (eIF2a), resultando en la inhibicién general de la sintesis de proteinas®. Para
conocer si la ausencia de L-Arg activaba la ruta de sefalizacion de GCNZ2, se cultivaron células
T activadas asi como la linea celular Jurkat, en medio con y sin L-Arg durante 48 horas. Jurkat
es una linea celular inmortalizada de células T aislada de un paciente con leucemia linfoide
ampliamente utilizada para el estudio de células T?!%2!1. Nuestros resultados indican que la
ausencia de L-Arg induce la fosforilacion de GCN2 y elFF2a tanto en células T activadas como
en células Jurkat (Figura I-1). La fosforilaciéon de elF2a da como resultado la induccién de
ATF41?7. ATF4 promueve la expresion de genes que codifican para la biosintesis de

aminoacidos y genes involucrados en la autofagia, como ATG12%!2. La ausencia de L-Arg
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indujo la expresiéon de ATF4 a partir de las 9 horas de cultivo, asi como la expresion ATG12.
La proteina GRP78 es la chaperona encargada de regular el plegamiento de proteinas en el RE
¢ iniciar la sefializacién de la respuesta UPR2!3. Observamos que la ausencia de L-Arg induce
la bajada de expresion de la proteina GRP78 en células Jurkat, pero no en células T activadas

(Figura I-1).
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Figura I-1. La ausencia de L-Arg induce la activacién de las rutas GCN2 y elF2a. Células T activadas y células Jurkat
fueron cultivadas en medio con (C) y sin L-Arg durante 48 horas. Los extractos de proteinas totales fueron analizados
mediante Western blot para identificar las proteinas indicadas con anticuerpos especificos. Se ha utilizado f3-actina (ACTB)
como control de carga. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos independientes.

La fosforilacién del eIF2a es un indicador de la inhibicién de la expresién de proteinas.
Ante determinadas condiciones, la inhibicién de la expresion de proteinas permite que se
adopten nuevos programas de expresion génica, como para el transporte, degradaciéon y
plegado de proteinas?!%. Teniendo en cuenta que la ausencia de L-Arg induce la fosforilacion de
elF20. en células T, la bajada de expresién observada para la cadena CD3C podria también

extenderse a otras proteinas de membrana importantes para la activacion y proliferacion de las

células T. Mediante citometria de flujo se cuantificé la expresion de las proteinas de membrana
CD2, CD3g, CD5, CD11A, CD45 y CD3C involucradas en adhesion, proliferacion celular y
transducciéon de senales. Nuestros resultados revelaron que existe una disminucién en la
expresion de las proteinas estudiadas a partir de las 6 h de tratamiento sin L-Arg, en ambos

tipos celulares (Fig. I-2). Estas observaciones concuerdan con la inhibicién general de la

expresion de proteinas, inducida por la fosforilacién de elF2a (Fig. 1-1).
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Figura I-2. La ausencia de L-Arg regula negativamente la expresiéon de CD3C y otros antigenos de membrana en células
T activadas y células Jurkat. Por citometria de flujo se comparé el porcentaje de expresion de las proteinas de membrana
indicadas en células cultivadas en medio sin L-Arg con respecto a las células cultivadas en presencia de L-Arg. Los datos
corresponden a la media £ SD de tres experimentos independientes.

La ausencia de L-Arg en células T también afecta la expresiéon de otras proteinas como
las ciclinas D3 y cdk4, induciendo en consecuencia una parada en Go/G1*. Sin embargo, no se
ha determinado si la restriccion prolongada de L-Arg y la parada en Go/Gi desencadenan
mecanismos de muerte celular programada. Para determinar el efecto de L-Arg sobre la
apoptosis y la proliferacion celular, cultivamos células T activadas y células Jurkat en presencia
y ausencia de L-Arg. No observamos un aumento significativo en la degradacion del DNA

(Figura I-3), pero si una disminucién en la proliferacion celular a partir de las 36 h (Figura 1-4).

Nuestros resultados indican que la ausencia de L-Arg puede inducir la actividad quinasa
de GCN2, disminuyendo la expresiéon de proteinas importantes en la sefializacion, activacion y
proliferaciéon de células T. Sin embargo, no observamos un aumento significativo en la muerte
celular, lo que sugiere que la ausencia de L-Arg puede desencadenar rutas de sefializaciéon que

favorezcan la adaptacién y supervivencia a las nuevas condiciones metabdlicas.

151 [ Células T activadas

Bl Jurkat Figura I-3. La ausencia de L-Arg induce un

ligero aumento en la apoptosis. Células T
104 activadas y células Jurkat fueron cultivadas en
medio sin L-Arg durante los tiempos indicados.
El control (C) representa células cultivadas en
medio completo durante 120 horas. Mediante
54 citometria de flujo se cuantific6 las poblaciones

celulares con fragmentacion de DNA. Los
|l. datos corresponden a la media £ SD de al

% Apoptosis

menos tres experimentos independientes.
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Figura I-4. La ausencia de L-Arg detiene la proliferacion celular. Células T activadas y células Jurkat fueron cultivadas en
medio con y sin L-Arg partiendo de un cultivo inicial de 150 x 10° células/ml. Se determiné la concentracién celular de
cada cultivo en los tiempos indicados mediante el recuento de células con Trypan blue. Los datos corresponden a la media
+ SD de al menos tres experimentos independientes.

I.2. Laausencia de L-Arg induce estrés de reticulo en células T

Condiciones de estrés celular como la carencia de glucosa o aminoacidos, hipoxia,
infecciones virales, o la perturbaciéon del flujo de calcio a través de la membrana plasmatica
causan la acumulacién de proteinas desplegadas en el RE, lo cual promueve la activacion de la
respuesta de proteinas desplegadas (UPR)®. La funcién de la respuesta UPR es recuperar el
funcionamiento normal del RE, para ello la respuesta UPR detiene la traduccién de proteinas y
activa la expresion de genes que aumentan la capacidad de plegado de proteinas en el RE.
Ademas, la UPR induce la expresion de proteinas asociadas a la degradacion ERAD,
maquinaria encargada de eliminar las proteinas desplegadas del RE2!>. Cuando los mecanismos
adaptativos de la respuesta UPR no logran restablecer las funciones del RE, la ruta UPR
conduce a la muerte celular por apoptosis®>?1°. Como describimos anteriormente, la ausencia
de un soélo aminodcido, en este caso la L-Arg, es capaz de activar senales de estrés como la
fosforilaciéon de elF20. Existen cuatro quinasas capaces de fosforilar elF200 dependiendo de
las sefiales de estrés celular. La quinasa GCN2 se activa por restriccion de aminodcidos’, la
quinasa PERK se activa por la acumulacién de proteinas desplegadas en el RE?!, la quinasa
PKR se activa por la acumulaciéon de RNA de doble cadena®®, y la quinasa HRI se activa
cuando hay niveles bajos del grupo hemo?!”. Detectamos que la ausencia de L-Arg induce la
fosforilacion de GCN2 (Figura I-1). Sin embargo, querfamos determinar si la fosforilacion de

elF2a puede indicar que la ausencia de L-Arg genera la acumulacién de proteinas desplegadas

en el RE dando lugar a una respuesta del tipo UPR.
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La respuesta UPR es un complejo programa de sefializaciéon celular mediado por tres
quinasas: IREla, PERK y ATFG”. Para determinar si algunas de estas rutas se activaba en
ausencia L-Arg, se cultivaron las células T activadas y las célula Jurkat en medio con y sin L-
Arg. La activaciéon de PERK puede detectarse por su auto-fosforilaciéon y la activaciéon de
ATFG6 por su procesamiento a través de las proteasas S1P y S2P, dando lugar a un dominio
citosélico N-terminal de 50 kDa (pSOATF6)?. Sin embargo, la activaciéon de estas rutas no fue

detectada cuando se cultivaton las células T en ausencia de L-Arg,

La tercera ruta de sefalizacion UPR viene dada por la activacion de IRE1a. La quinasa
IRE1a se activa a través de su dominio RNasa que elimina una secuencia de 26 nucleotidos del
RNA inmaduro de XBP1 denominado XBP7s, dando lugar a un RNA maduro XBP7s. Dentro
de esta secuencia de nucleotidos de 26-pb, existe un sitio de restricciéon para la enzima PsA que
permite diferenciar XBP1u y XBP1s?20221, Para detectar la activacién de IRE1q, las células T
fueron cultivadas con y sin L-Arg. Mediante RT-PCR se amplificé el cDNA correspondiente al
gen XBP1. Este cDNA se analizé mediante restricciéon enzimatica con PsA. Para el XBP7x se
esperaban dos fragmentos de 294 y 146 pb, mientras que para la forma madura XBP7s se
esperaba solo una banda de 414 pb (Figura 1-5). Se observé coexistencia tanto de la forma
XBP1# como de XBPTs en las células T activadas a partir de las 6 horas de cultivo en medio sin
L-Arg y a partir de las 15 horas para las celular Jurkat. A las 48 horas de cultivo, tanto las
células T activadas como las células Jurkat, presentaron solo la forma madura XBP7s. Estos
datos sugieren que la ausencia de L-Arg induce la acumulaciéon de proteinas desplegadas,

resultando en la activacién de la via IRE1a de la respuesta UPR.

El factor de transcripciéon XBP1s es un potente activador de genes que codifican para
la expresion de chaperonas y proteinas como EDEMT, integrantes de la maquinaria ERAD?22,
Debido a la fuerte induccion de XBP1s observada en ausencia de L-Arg, quisimos evaluar la
expresion de EDEMT1 en las células T cultivadas en ausencia de L-Arg. La expresion de la
proteina EDEM1 esta modulada por sefiales de estrés celular y su funcién es participar en la
degradacion de glicoproteinas del RE!"223, Observamos que el agotamiento de L-Arg induce
una regulacion positiva de la proteina EDEM1 en ambos tipos celulares. Sin embargo, en
células Jurkat la expresion de EDEMI1 cae a partir de las 24 horas de cultivo (Figura 1-6). La
expresion de EDEM1 coincide con la aparicién de la forma XBPT7s, lo que sugiere que la
deficiencia de L.-Arg induce la activacion de sefiales UPR a través de IREla iniciando una

sefializacion downstream, en la cual participa EDEM1.
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Figura I-5. La ausencia de L-Arg induce splicing de XBPI en células T activadas y células Jurkat. Células T activadas y
células Jurkat fueron cultivadas en medio con y sin L-Arg. En los tiempos indicados se extrajo el RNA total y se sintetiz6 el
cDNA. Se utilizaron cebadores especificos para el gen XBPI y los fragmentos de PCR resultantes fueron digeridos con la
enzima de restriccion Pstl. Sélo el cDNA correspondiente al XBP/s mRNA no posee el sitio de corte para la enzima Pst,
debido a la perdida de un intrén de 26 pb en respuesta a estrés de reticulo. Se ha utilizado -actina (ACTB) como control
de carga. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos independientes.
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Figura I-6. La ausencia de L-Arg induce la expresion de EDEMI en células T activadas y células Jurkat. Células T
activadas y células Jurkat fueron cultivadas en medio con (C) y sin L-Arg. En los tiempos indicados se realizé un extracto de
proteinas totales para analizar mediante Western blot la expresion de EDEM1. Se ha utilizado anti-ACTB como control de
carga. Las imagenes del Western blot corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos
independientes.

La ausencia de L-Arg induce la activacién de la quinasa IRE1q, posiblemente por la
acumulacion de proteinas desplegadas en el RE. Sin embaro, no se observa un aumento
significativo de la muerte celular después de las 72 horas de cultivo sin L-Arg (Figura 1-3). A
partir de estos resultados suponemos que la respuesta UPR activa rutas de degradacion
proteinas como mecanismo de supervivencia. La respuesta UPR puede activar dos vias
principales para la degradacion de proteinas, la via proteasomal y la autofagia??*. Se quiso
determinar si la actividad del proteasoma 20S intervenia como mecanismo de estabilizacién del
RE en respuesta a la acumulacion de proteinas desplegadas. Para este ensayo utilizamos lisados

de proteinas totales de células T y células Jurkat cultivadas en medio con y sin L-Arg durante
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48 horas. Utilizamos en paralelo Lactacystin, un inhibidor irreversible de la hidrélisis de
proteinas por el proteasoma, para determinar si la actividad observada se debia exclusivamente
a la degradacion proteasomal®®. La actividad del proteasoma se increment6 después de las 3-6
h de cultivo en medio sin L.-Arg seguido por una disminucion gradual de la actividad en ambos
tipos celulares. Esta actividad fue inhibida por Lactacystin (Figura I-7A). La activacién de las
células T depende de la disponibilidad de L-Arg, efecto que se correlaciona con la expresion de
la cadena T del complejo TCR/CD3%. Observaciones previas sugieren que la degradacion de la
CD3C puede efectuarse tanto por via lisosomal, como por la via proteasomal?*>??’. Para
investigar que ruta de degradacion interviene en la regulacion negativa de la cadena CD3C en
ausencia de L-Arg, utilizamos inhibidores del proteasoma (PS-341 y Lactacystin), ademas de
inhibidores de la via lisosomal (Bafilomicina A - BF y Cloroquina - CQ). Observamos que en
ausencia de L.-Arg, la via proteasomal, y no la lisosomal, es la responsable de la degradacion de

cadena CD3C en células T (Figura I-7B y C).

El estrés de RE inhibe la formacién de puentes disulfuro y la glicosilaciéon de proteinas,
bloquea el transporte del RE al aparato de Golgi y desregula el trifico de Ca?*. Células
sometidas a estrés de RE persistente pueden activar rutas apoptoticas entre las 20-48 horas del
inicio de las condiciones de estrés??. Transcurridas 72 horas en medio sin L-Arg, las células T
no muestran un elevado porcentaje de muerte celular (Figura I-3). Sin embargo, a las 48 h ain
se puede detectar la forma madura del XBP1 (Figura 1-5), indicando que la ruta IREla sigue
activa y el estrés de RE persiste a pesar de que la actividad del proteasoma disminuye
continuamente a partir de las 6 h. Por lo tanto, quisimos determinar si la autofagia intervenia
en el restablecimiento de las funciones del RE, una vez que disminuye la actividad del

proteasoma.

I.3. La ausencia de L-Arg induce autofagia como mecanismo de

supervivencia en células T

La autofagia es uno de los mecanismos principales de degradacién intracelular. La
autofagia se activa en respuesta a entornos adversos, tales como la restriccion de nutrientes y/o
factores de crecimiento??. Diversos estudios han demostrado que células sometidas a estrés de
RE pueden inducir autofagia como mecanismo de supervivencia y adaptacion®%?3!. La
autofagia se caracteriza por la formacion de autofagosomas y su posterior fusion con lisosomas

para digerir moléculas complejas y liberar acidos grasos, aminoacidos, azicares y demas
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Figura I-7. La ausencia de L-Arg aumenta la actividad del proteasoma 20S en células T activadas y células Jurkat.
Células T activadas y células Jurkat fueron cultivadas en medio con y sin L-Arg en presencia o ausencia de los inhibidores
de la degradacién proteasomal (Ly; Lactacystin, PS; PS-341) y lisosomal (BF; Bafilomicina y CQ; Cloroquina) (A y B). En
los tiempos indicados se determin¢ la actividad del proteasoma 20S (A) también se evalu6 la expresiéon del CD3{ mediante
citometria de flujo (B) y Western blot (C). La actividad del proteasoma 20S viene dada en pM de AMC (7-amino-4-
metilcumarina) detectado, por mg de proteina utilizado, por hora. Los datos de la actividad 20S y la cuantificacién del
CD3C por citometria de flujo corresponden a la media = SD de al menos tres experimentos independientes. Se ha utilizado
anti-ACTB como control de carga. Las imagenes de Western blot corresponden a un ensayo representativo de al menos tres
experimentos independientes.
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nutrientes necesarios para el funcionamiento celular 43, Un incremento en la cantidad de los
lisosomas podtia asociarse a un proceso autofigico??. El compuesto naranja de actidina (NA)
es una base débil fluorescente que se acumula en espacios acidos, tales como los
autofagolisosomas y lisosomas. Estos espacios acidos se denominan organulos vesiculares
acidos (OVA). Debido a sus propiedades metacromaticas, el compuesto NA se utiliza
comunmente en microscopia de fluorescencia y citometria de flujo para el analisis de la
fisiologia celular??3234. El gradiente de protones existente en los lisosomas resulta en una
acumulacion de la NA dentro de estos organulos. En el interior de los lisosomas la NA forma
agregados capaces de emitir fluorescencia en el espectro del rojo?*®. Después de cultivar las
células con o sin L-Arg, se realiz6 la tincién con NA y se cuantificé mediante citometria de
flujo el incremento de fluorescencia roja (Figura I-8). Se observé que la fluorescencia
aumentaba con el tiempo de cultivo en medio sin L.-Arg en células T activadas y células Jurkat,
lo que puede relacionarse con la formaciéon de vacuolas acidas y el inicio de un proceso
autofagico. Sin embargo, es necesario estudiar marcadores especificos de la autofagia para
asegurar la implicacion directa de este proceso en la respuesta inducida por la ausencia de L-

Arg en células T.

504 -@ Células T activadas Figura I-8. La ausencia de L-Arg

- Jurkat promueve la.formaci()n de organelos
vesiculares acidos (OVA) en células T
activadas y células Jurkat. Células T
activadas y células Jurkat fueron cultivadas
en medio con y sin L-Arg y analizadas
mediante citometria de flujo. La formacion
de OVA se representa como el porcentaje de
células donde se observa incremento de
fluorescencia roja. Los resultados
representados corresponden a la media *
SD de al menos tres experimentos
independientes.
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Tiempo (h) sin L-Arg

Uno de los marcadores de la formacién del autofagosoma es el LC3. El LC3 es una
proteina asociada a microtubulos encargada de regular la interacciéon entre los microtubulos y
componentes del citoesqueleto. Durante la autofagia, la forma citosélica de LC3 (LC3-I) se
conjuga con fosfatidiletanolamina (PE) para formar el conjugado LC3-PE 6 LC3-1I, que se
recluta en la membrana de los autofagosomas'*. Cuando se forman los autolisosomas, el L.C3-
IT que se encuentra en la cara interna de la membrana del autolisosoma se degradada'>*. Los

cambios en la localizacién celular del LC3 son utilizados para detectar la activaciéon de la
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autofagia por microscopia de fluorescencia, por citometria de flujo y por Western blot>*¢. Con
el fin de evaluar si el aumento de los OVA se correspondia con la formaciéon de
autofagosomas, se procedié a analizar mediante microscopia confocal células cultivadas en
medio con y sin L.-Arg durante 48 horas. Tanto las células T activadas como las células Jurkat
presentaban una transicién desde el patrén citoplasmatico difuso del LC3 al patrén punteado
caracteristico de la formacion de los autofagosomas (Figura I-9). Estos resultados sugieren que

la ausencia de L.-Arg promueve la activaciéon de la autofagia en células T.

DicC LC3

Control

Figura I-9. La ausencia de L-Arg
promueve la formacién de autofagosomas en
48 h (-) L-Arg células T activadas y células Jurkat. Ambos
tipos celulares fueron cultivados en medio
con (Control) y sin L-Arg, y analizados
mediante microscopia confocal. Para las
DIC EGFP-LC3 céll}las T activadas, se util‘izé el ‘anticuerpo
anti-LC3, con un secundario conjugado con
Cy?2. Mientras que la linea celular Jurkat fue
transfectada con un plasmido EGFP-LC3.

o Control Las imagenes corresponden a un ensayo
Q representativo de al menos tres experimentos
S— n

Células T Activadas

independientes..

Jurkat

48 h (-) L-Arg

El término flujo autofagico se utiliza para designar el proceso dinamico entre la sintesis
de autofagosoma, la entrega de sustratos autofagicos a los lisosomas, y la degradacién de estos
sustratos dentro del autolisosoma. El flujo autofagico es el indicador mas fiable de la autofagia,
y puede determinarse mediante la disminucién de los niveles del LC3-1I y del sequestosoma 1
(SQSTM1/p62), en comparacién con la acumulacién inducida por inhibidores de la
degradacion lisosomal. El SQSTM1/p62 es un armazén proteico de proteinas ubiquitinadas
que se une directamente al LC3 para degradar los agregados poliubiquitinados a través de la
autofagia®®’. Quisimos determinar si la ausencia de L-Arg, promovia la degradaciéon de LC3-1I

y de SQSTM1/p62 como parte del flujo autofagico. En células cultivadas en ausencia de L-
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Arg, observamos la conversiéon de LC3-I a LC3-1I a partir de las 24 horas de cultivo en células
T, y partir de las 15 horas en células jurkat. También se detecté una disminucién de la proteina
SQSTM1/p62 a partir de las 24 horas de cultivo en ausencia de L-Arg para ambos tipos
celulares (Figura I-10A). Para corroborar estos resultados se analiz6 el flujo autofagico por
citometria de flujo. Las células fueron lavadas con saponina (0,05%) para eliminar la
fluorescencia correspondiente al LC3-I citoplasmatico, permitiendo captar solo la fluorescencia
del LC3-1II que se encuentra unido a los autofagosomas?. La cloroquina (CQ) se utilizé para
inhibir la fusién de los autofagosomas con los lisosomas y medir la acumulacién del LC3-11. Se
observo un aumento de la fluorescencia entre las 24 y 48 horas en ambos tipos celulares
seguido de una disminucién continua hasta las 120 h de cultivo (Figura I-10B). Estos
resultados indican una degradacién de la proteina LC3-1I por la via lisosomal, confirmando la

participacion de la autofagia en la supervivencia de las células T ante la ausencia de L-Arg,
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Figura I-10. La ausencia de L-Arg induce autofagia en células T activadas y células Jurkat. (A) Las células fueron
cultivadas en medio con (C) y sin L-Arg, se realizaron extractos de proteinas totales en los tiempos indicados, y fueron
analizados mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos para las proteinas indicadas. Se ha utilizado ACTB
como control de carga. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos independientes.
(B) Para medir el flujo autofagico las células fueron cultivadas en medio sin L.-Arg en presencia o ausencia de Cloroquina
(CQ, 10 pM). Las células T activadas fueron inmunotefiidas con anti-LC3 y un secundario conjugado con Cy2, mientras
que las células Jurkat fueron transfectadas con un plasmido GFP-LC3. Las células fueron analizadas por citometria de flujo.
Los datos se presentan como porcentaje de fluorescencia total tras el lavado con saponina (0,05%). Los datos corresponden
ala media £ SD de al menos tres experimentos independientes.
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I.4. La ausencia de L-Arg induce la regulacion negativa de la ruta PI3K-Akt-
mTOR-p7056k

Existen dos rutas encargadas de regular la autofagia ante la disminuciéon de nutrientes,
las cascadas de sefializacién de PI3K-Akt-mTOR-p70%°K y Ras-Rafl-MEK1/2-ERK1/2141.238,
La activaciéon de ambas rutas tienen un efecto antagénico con respecto a la regulacion de la
autofagia. La activacion de PI3K-Akt-mTOR-p70%K inhibe la autofagia, mientras que la
activacion de Ras-Rafl-MEK1/2-ERK1/2 la induce!®®. Quisimos estudiar la participacion de
ambas rutas en la autofagia inducida por la ausencia de L-Arg en células T. Observamos que
los niveles basales de fosforilacion de Akt, mMTOR y su sustrato p703°K disminuyen a partir de
las 15 h de cultivo en medio sin L-Arg (Figura I-11). La inactivaciéon por desfosforilaciéon de la
ruta Akt/mTOR, concuerda con el inicio de la formacién de los autofagosomas (Figura I-9 y
I1-10). Adicionalmente, observamos un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 a partir de las
6 h para ambos tipos celulares (Figura I-11). Podemos inferir que la ausencia de L.-Arg induce
la inhibicién de la ruta AKT/mTOR vy la activacién por fosforilaciéon de la ruta ERK1/2

favoreciéndose asi la formacién de los autofagosomas.
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Figura I-11. Efecto de la ausencia de L-Arg en las vias de sefializacion AKT1/mTOR y ERK1/2 en células T. Las
células fueron cultivadas en medio con (C) y sin L-Arg. En los tiempos indicados se realizaron extractos de proteinas totales,
los cuales fueron analizados mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos para las proteinas indicadas. Se utilizo
ACTB como control de carga. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos
independientes.
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I.5. Inhibiciéon de JNK y ERK1/2 bloquea la autofagia inducida por la

ausencia de L-Arg en células T

Como observamos en la Figura 1-5, el splicing del mRNA de XBP7 indica la activacién
de IREla, evento que se mantiene hasta las 48 h de cultivo. La activaciéon prolongada de
IRE1a induce la fosforilacion de la quinasa estrés-inducible INK (¢-Jun N-terminal kinase)®>. En
un proceso autofigico la forma fosforilada de JNK (p-JNK) fosforila a la proteina anti-
apoptotica Bcl-2, disociando el complejo Bel-2/Beclin-1. La liberacién de la proteina Beclin-1
es importante para la formacién del autofagosoma y la posterior activacion del flujo
autofigico!62240. Quisimos determinar si la activacién de IRE1at en células T mediada por la
ausencia de L-Arg inducia la fosforilacién de JNK y la disociacién del complejo Bel-2/
Beclin-1. Tanto en células T activadas como en células Jurkat se observé una fosforilacion
temprana de JNK, acompafiada de la fosforilacién consecutiva de Bcl-2 (Figura I-12A). Esta
fosforilacion concuerda con la liberacion del complejo Bel-2/Beclin-1 (Figura I-12B). Estos
resultados sugieren que JNK esta implicada en la activaciéon de la autofagia mediada por la

ausencia de L-Arg en células T.
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Figura I-12. Disociacién del complejo Bcl-2/Beclin-1 en respuesta a la ausencia de L-Arg en células T activadas y células
Jurkat. (A) Células T activadas y células Jurkat fueron cultivadas en medio con (C) y sin L-Arg. En los tiempos indicados se
realizaron extractos de proteinas totales, los cuales fueron analizados mediante Western blot utilizando anticuerpos
especificos para las proteinas indicadas. Se ha utilizado ACTB como control de carga. (B) Los mismos extractos (500 pg)
fueron inmunoprecipitados con anti-Beclin-1 y analizados mediante Western blot con los anticuerpos anti-Bcl-2 y anti-
Beclin-1. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos independientes.
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Para determinar la importancia de JNK y ERK1/2 en la autofagia mediada por la
ausencia de L-Arg, las células fueron tratadas previamente con SP600125 (inhibidor especifico
de JNK) y U0126 (inhibidor de la ruta Raf/MEK/ERK) durante 1 hora. Ambos inhibidores
fueron capaces de inhibir el flujo autofagico tanto en células T activadas como en células Jurkat
(Figura 1-13A). Ademas, la inhibicién del flujo autofagico inducido por SP600125 y U0126
resulté en la muerte celular apoptotica, cuantificada por el aumento de células anexina-V
positivas en ambos tipos celulares (Figura I-13B). Nuestros resultados indican que la activaciéon

de las rutas JNK y ERK son importantes para el inicio de la autofagia y la supervivencia

celular.

Debido a que la respuesta de las células T activadas y las células Jurkat ante la ausencia
de L-Arg es similar, los siguientes experimentos se realizaron utilizando solamente la linea
celular Jurkat, ya que estas ofrecen una mejor manipulaciéon genética y un mayor facilidad de

mantenimiento en cultivo.
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Figura I-13. Inhibidores de JNK y ERK1/2 inhiben el flujo autofdgico en células T activadas y células Jurkat induciendo
apoptosis. Células T activadas y células Jurkat fueron cultivadas en medio con L-Arg y con el inhibidor de JNK (SP600125,
10 uM) y el inhibidor de ERK1/2 (U0126, 10 uM) durante 1 hora, luego las células fueron lavadas y resuspendidas en medio
sin L-Arg, con los inhibidores SP600125 y U0126. (A) Para medir el flujo autofagico las células fueron posteriormente
cultivadas en presencia o ausencia de CQ (10 pM). Las células T activadas fueron inmunotefidas con anti-LC3, mientras
que las células Jurkat fueron transfectadas con un plasmido GFP-LC3. Las células fueron analizadas por citometria de flujo.
Los datos se presentan como porcentaje de fluorescencia después del lavado con saponina (0,05%). Los datos del
porcentaje de fluorescencia corresponden a la media = SD de al menos tres experimentos independientes. (B) Para medir la
muerte celular las células fueron analizadas por citometria de flujo mediante la tincién de Anexina-V, en comparaciéon con
el control a las 72 h en medio con L-Arg. Los datos corresponden a la media £ SD de al menos tres experimentos

independientes.
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Figura I-14 Inhibidores de JNK y ERK1/2 inhiben el flujo autofagico en células Jurkat limitando la formacién de LC3-
II. Células Jurkat fueron cultivadas en medio con L-Arg y con el inhibidor de JNK (SP600125, 10 uM) y el inhibidor de
ERK1/2 (U0126, 10 uM) durante 1 hora, luego las células fueron lavadas y resuspendidas en medio sin L-Arg, con los
inhibidores SP600125 y U0126. Para observar la formacién de LC3-1I, se utilizaron extractos de proteinas totales y se
analizaron por Western blot utilizando los anticuerpos especificos para las proteinas indicadas. Se utilizaron las células Jurkat
cultivadas en medio sin L-Arg y con el inhibidor del la formacién del autofagolisosoma (CQ, 10 pM), como controles del
flujo autofagico. Se ha utilizado ACTB como control de carga. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al
menos tres experimentos independientes.

Quisimos analizar el efecto de la inhibicién de JNK y ERK1/2 en la conversién de
LC3-I a LC3-1I en ausencia de L-Arg. Nuestros resultados mostraron que la preincubaciéon con
SP600125 impedia la formacién de LC3-11 (Figura 1-14), mientras que el inhibidor U0126 no
parecia tener un efecto tan marcado en cuanto a la formaciéon de LC3-1I (Figura I-14). Asi
pues, nuestros resultados indican que la inhibicién en la ruta JNK tiene un efecto directo en la
formacién de los autofagosomas, mientras que la inhibicién de la ruta ERK permite en menor

grado la formacién de LC3-11, aunque no se refleja directamente en el flujo autofagico.

1.6. La autofagia inducida por la ausencia de L-Arg protege a las células T de

la apoptosis

Hemos observado que la ausencia de L.-Arg induce la activaciéon de sefiales de estrés del
RE como la fosforilacién de elF2a (Figura I-1) y el procesamiento de XBP1 (Figura I-5). Estas
rutas promueven mecanismos de supervivencia, como la activaciéon del proteasoma (Figura 1-7)
y de la autofagia (Figura I-10). Ademas, la inhibicién de las rutas JNK y ERK inducen muerte
celular por apoptosis (Figura I-13). Asi pues, quisimos determinar si inhibidores especificos de

la formacién de los autofagosomas como 3-metiladenina (3-MA) y wortmanina (WM), ambos
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inhibidores de PI3K; asi como inhibidores de la fusién del autofagosoma con los lisosomas

como cloroquina (CQ) y bafilomicina Al, eran capaces de inducir muerte celular.

Se detecté un aumento en la poblaciéon de células positivas para anexina-V (Figura
I-15A), ademas de la activaciéon de la caspasa-3 y la escisiéon de su sustrato PARP1 (Figura
1-15B) para todos los inhibidores. El bloqueo de las etapas iniciales de la autofagia (3-MA 6
WM) inhibié el procesamiento de LC3-I a LC3-II. Mientras que la inhibicién tardia de la
autofagia (CQ o BF) indujo la acumulaciéon de LC3-1II (Figura I-15B). Quisimos determinar si
la ausencia de L-Arg en células Jurkat era capaz de activar marcadores de la apoptosis dirigida
por la respuesta UPR como CHOP, caspasa-4, caspasa-8 y la escisién de su sustrato Bap3124.
Observamos que tanto la inhibicién inicial (3-MA o WM), como la tardia (CQ o BF) de la
autofagia inducen la regulacién positiva de CHOP, la activacion de caspasa-4, caspasa-8 y la
escision de Bap31. Todos estos datos indican que, independientemente de la fase en la que se

inhiba la autofagia, las células Jurkat desarrollan muerte celular apoptoética posiblemente por la

sefalizacion UPR.
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Otra aproximacion experimental para inhibir directamente la autofagia consiste en
bloquear la expresion de genes claves en el proceso de formacién de los autofagosomas como
Beclin-1 y ATG7'%. Utilizando RNA de interferencia (siRNA) se silenciaron transitoriamente
los genes Beclin-1 y ATG7 (Figura I-16 A y B). El silenciamiento de estos genes fue capaz de
bloquear el flujo autofagico y la formaciéon de LC3-1I en células Jurkat transfectadas con el
plasmido EGFP-LC3 y cultivadas en medio sin L-Arg (Figura 1I-16C y E). Asi mismo la
inhibicién de la autofagia por el silenciamiento de Beclin-1 y ATG7 indujo una respuesta del
tipo apoptotica caracterizada por el aumento de células positivas para anexina-V (Figura I-16D)
y de la expresion de CHOP, ademas de la activacion de caspasa-3 y la escision de su sustrato
PARP1 (Figura I-16E). Estos datos confirman los resultados obtenidos con la inhibicién
farmacolodgica (Figura I-15) e indican que la autofagia contribuye a la supervivencia celular

después del estrés de reticulo causado por la ausencia de L.-Arg,
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de la autofagia en células Jurkat
induce apoptosis en ausencia de L-
Arg. (A y B) Células Jurkat fueron
transfectadas transitoriamente con
siRNA control y especifico para
Beclin-1 y ATG7. (C) Para evaluar el
flujo autofagico, se utilizaron células
Jurkat-EGFP-LC3 transfectadas
transitoriamente con siRNA
especificos para Beclin-1 y ATG7. A
las 24 h después de la transfeccion,
las células se incubaron en medio sin
L-Arg y se analizo el flujo autofagico
por citometria de flujo. Los datos se
representan como el porcentaje de
fluorescencia remanente después del
lavado con saponina (0,05%). (D) La
muerte celular se analiz6 mediante
citometria de flujo por tincién con
anexina V, cultivando las células 24 h
después de la transfecciéon en medio
con y sin L-Arg durante 72 h. (E)
Mediante Western blot se analizé la
expresion de las proteinas LC3,
CHOP, caspasa 3 y PARPI. Se
utiliz6 ACTB como control de carga
en A, B y E. Los datos mostrados
corresponden a la media £ SD de al
menos tres repeticiones (C y D), 6 un
experimento representativo de tres
ensayos independientes (A, By E).



I.7. Laruta de senalizacion de IRE1a en células T humanas es necesaria para

la activacion de la autofagia inducida por L-Arg

En células de mamiferos, IREla, PERK y ATF6 son los sensores encargados de
detectar la presencia de proteinas desplegadas en el lumen del RE y activar los mecanismos
necesarios para restablecer las funciones del RE. Después de la induccién de estrés de RE la
ruta que se activa mas rapidamente es la dirigida por la quinasa PERK. La quinasa residente del
reticulo endoplasmico PERK fosforila al factor de transcripciéon eIF200 para inhibir la sintesis
de nuevas proteinas para prevenir su flujo al lumen del RE*2. Sin embargo, nuestros
experimentos revelan que el estrés de reticulo inducido por la ausencia de L-Arg en células T
no implica la activacién de PERK, pero si la activacion de IRE1a (Figura I-5) y la fosforilacion
de elF2a mediada por GCN2 (Figura I-1). Por estos motivos quisimos evaluar la importancia

de ambas rutas en la autofagia inducida por la deficiencia de L-Arg en células Jurkat.

Las células Jurkat fueron transfectadas con siRNA control y especifico para el

silenciamiento de los genes IREla y GCN2. Después de la transfeccién, las células fueron

cultivadas en medio con y sin L-Arg durante 24 horas. El silenciamiento de IREla (Figura
I-17A) resulté en la inhibicién de la fosforilacion de JNK y Bel-2, 1a formacién de LC3-11 y la
no degradacion de SQSTM1/p62 (Figura I-17C). El silenciamiento de IREla también inhibié
el splicing de XBP1 (Figura I-17E). En contraste, el silenciamiento de GCN2 (Figura 1-17B) no
afect6 a la formacién de los autofagosomas ni al flujo autofagico, ya que observamos la
formacion de LC3-11 y la degradacién de SQSTM1/p62 (Figura 1-17D). Cuando las células
Jurkat se cultivaron en medio sin I.-Arg, la fosforilacion PERK apenas fue detectada. Sin
embargo, en las células con el silenciamiento de GCN2 observamos una potente fosforilacion
de PERK (Figura I-17D). Estos datos indican que PERK podria actuar como una ruta
alternativa a GCN2 en la activacion de elF2a. Ademas, la regulacion negativa de IRE1a., pero
no de GCN2, induce un aumento de la muerte celular por apoptosis (Figura I-17F). En

conjunto nuestros resultados sugieren que la ruta IRE1al es esencial para contrarrestar el estrés

de reticulo inducido por la ausencia de L-Arg, ya que IRE1a es necesaria en los pasos iniciales
de la autofagia, como lo es la activacién de JNK y la consecuente escision del complejo Bel-2/

Beclin-1 por la fosforilacion de Bel-2.
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Figura I-17. El silenciamiento de IREla pero no el de GCN2, inhibe la autofagia inducida por la ausencia de L-Arg en
las células Jurkat induciendo apoptosis. (A y B) Células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con 50 nM de siRNA
control y especificos para IREla y GCN2. El silenciamiento fue verificado por Western blot respectivamente. (C y D) Las
células Jurkat transfectadas fueron cultivadas con o sin L-Arg durante 24 h, y analizadas por Western blot para verificar la
expresion de las proteinas indicadas. Se utiliz6 ACTB como control de carga. (E) 24 horas después de la transfeccion se
amplificé por PCR el gen XBPI, los fragmentos de PCR fueron digeridos con la enzima de restriccion Pstl. Sélo el cDNA
correspondiente al XBPIs mRINA no posee el sitio de corte para la enzima Psil, debido a la pérdida de un intron de 26 pb
en respuesta a estrés de reticulo. Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos
independientes. Se indican las posiciones de los productos de amplificacién de XBP1u y XBP1s. La expresion de ACTB se
utiliz6 como control de carga. (F) 24 h después de la transfeccion, las células se incubaron en medio con y sin L-Arg
durante 72 h y mediante citometria de flujo se cuantificé el porcentaje de células apoptoéticas Los datos mostrados
corresponden a la media + SD de tres experimentos (F) o experimentos representativos de tres ensayos realizados (A-E).
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I.8. Ausencia de L-Met y L-Tyr induce estrés de reticulo endoplismico y

autofagia como mecanismo de supervivencia en células Jurkat

La autofagia es una importante via catabodlica intracelular que participa en diversos
eventos bioldgicos incluyendo deficiencia de aminodacidos y proteinas, recambio de organulos,
desarrollo, envejecimiento, infeccién por patdégenos y muerte celular. La proteolisis mediada
por la autofagia es el unico mecanismo regulado directamente por requerimientos
nutricionales?®. Quisimos determinar el efecto de otros aminoacidos en la induccién de
autofagia en células T. Cultivamos células Jurkat EGFP-LC3 en medio con carencia de un
aminoacido cada vez, durante 48 horas. A las 24 y 48 horas, se evalud el flujo autofagico
mediante citometria de flujo antes y después del lavado con saponina al 0,05%. Observamos
que ademas de la falta de L-Arg, la ausencia de los aminoacidos L-His, L-Leu, L-Met, L-Phe, L-
Trp y L-Tyr también inducian significativamente la formacién y posterior degradacion de LC3-
IT (Figura I1-18) indicando que al igual que la ausencia de I.-Arg, la falta de estos aminoacidos es

capaz de inducir autofagia.
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Figura I-18. La ausencia de L-His, L-Leu, L-Met, L-Phe, L-Trp y L-Tyr induce autofagia en células Jurkat. Para medir el
flujo autofagico las células Jurkat transfectadas con el plasmido GFP-LC3 fueron cultivadas en medio completo (20aa), en
medio sin aminoacidos (E), en medio sin aminoéacidos y Cloroquina (10 pM) (E+CQ) y en medios donde faltaba sdlo el
aminoacido indicado. Las células fueron analizadas por citometria de flujo. Los datos se presentan como porcentaje de
fluorescencia total después del lavado con saponina. Los datos del porcentaje de fluorescencia corresponden a la media *
SD de al menos tres experimentos independientes. En los aminoacidos indicados con asterisco se observa diferencia
significativa en la disminucioén de la fluorescencia entre las 24 h y las 48 h con respecto al medio completo. * p < 0,05; ** p
<0,01
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Posteriormente, estudiamos si la ausencia de estos aminoacidos tenfa la capacidad de
inducir la actividad de IREla. Se cultivaron las células en medio sin los respectivos
aminoacidos. A las 24 horas de cultivo se extrajo el RNA y se amplificé el cDNA
correspondiente al gen XBP1 mediante RT-PCR. Los productos de PCR fueron analizados por
restriccién enzimatica con la enzima PsfAl. Solamente la ausencia de L-Arg, L-Met y L-Tyr
inducia el splicing de XBP1 (Figura 1-19). Esto sugiere que la capacidad de inducir estrés de RE
y autofagia no es una respuesta general a la restriccion de cualquier aminoacido y que las

células tienen una capacidad diferencial para desencadenar este tipo de respuesta.

Arg Asn Cys His Leu Met Phe Trp Tyr

XBP1s — 414 pb
— 294 pb
XBP1u
— 146 pb

Figura I-19. Ausencia de L-Met y L-Tyr induce splicing de XBPI en células Jurkat. Células Jurkat fueron cultivadas
en medio con y sin L-Arg. Se utilizaron cebadores especificos para el gen XBPI y los fragmentos de PCR resultantes fueron
digeridos con la enzima de restriccion Pstl. Sélo el cDNA correspondiente al XBPIs mRNA no posee el sitio de corte para
la enzima Pstl, debido a la perdida de un intrén de 26 pb en respuesta a estrés de reticulo. Los datos corresponden a un
ensayo representativo de al menos tres experimentos independientes.

1.9. El restablecimiento de L-Arg restaura la proliferacion celular y la
expresion de antigenos e inhibe la autofagia inducida por la deficiencia de

L-Arg

Con la finalidad de evaluar si los efectos observados en las células Jurkat por la
ausencia de L-Arg eran reversibles, se cultivaron las células durante 72 horas en medio sin L-
Arg, Después de las 72 horas de cultivo, las células fueron resuspendidas en medio RPMI-1640
completo. Posteriormente, evaluamos la expresion de los antigenos de membrana, el ciclo y la
proliferacion celular y la autofagia. Observamos que después de 96 horas en medio completo,
las células Jurkat recuperan la expresion de los antigenos de membrana (Figura I-20A), asi
como el perfil de distribucién ciclo celular (Figura 1-20B), y su capacidad de proliferacion
(Figura I-20C). Ademids, observamos una disminucién del patréon punteado del LC3-II

caracteristico de la formacion de los autofagosomas (Figura I-20D), y de la conversion de LC3-
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I a LC3-1I por Western blot (Figura 1-20E). Estos resultados indican que la autofagia inducida

por la ausencia de L-Arg es un proceso reversible que no induce apoptosis en células T.
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Figura I-20. La restituciéon de L-Arg restaura la expresion de antigenos de la membrana, el perfil del ciclo celular y la
proliferacion celular. (A, B) Células Jurkat incubadas en medio sin L-Arg durante 72 h fueron resuspendidas en medio con
L-Arg y cultivadas durante los tiempos indicados. La expresion de los antigenos de membrana se restablecié a las 96 h de
cultivo, al igual que el ciclo celular. (C) Para examinar la proliferacién se determiné la concentracién celular de cada
cultivo en los tiempos indicados mediante el recuento de células con Trypan blue. La formacién de los autofagosomas se
determiné por microscopia confocal utilizando células Jurkat-EGFP-LC3 (D), y por Western blot a través de la conversioén de
LC3-I a LC3-II (E). La barra de escala: 10 pm. Los datos mostrados en A-C corresponden a las medias + SD de tres
experimentos independientes. Los datos mostrados en D y E son representativos de tres experimentos realizados.
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II. Participacion de la arginasa I en la muerte de células

tumorales mediada por neutroéfilos

II. 1. La arginasa de neutréfilos induce apoptosis en células tumorales

Las células tumorales suelen poseer modificaciones importantes en el metabolismo de
macromoleculas como carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y aminoacidos para satisfacer
sus demandas energéticas durante la proliferacién celular®**. La dependencia de fuentes
exogenas de aminoacidos esenciales y no esenciales es una de las modificaciones metabdlicas
mas comunes en neoplasias malignas®?. Ciertos tipos de cancer como la leucemia linfoblastica
aguda, el linfoma no-Hodgkin y el cancer de ovario no pueden sintetizar la L-asparagina y
dependen de su absorcion para la proliferacion celular?#-24, Tos neuroblastomas humanos,
algunos tipos de hepatomas y cancer de pulmén dependen de los niveles extracelulares de L-
metionina para el crecimiento celular?®. Algunos tipos de melanomas y cancer de prostata
dependen de la incorporacion de L-tirosina y L-fenilalanina para la proliferacion celular?#520,
La proliferacién en la mayoria de los hepatomas depende de la incorporacion de L-glutamina y

251252 Ademds, ciertas leucemias, una fraccion considerable de melanomas

L-leucina
metastasicos, carcinomas hepatocelulares y pancreiticos muestran auxotroffa para la L-
Arg’1253-257 Conociendo las deficiencias metabdlicas en cuanto a la disponibilidad de
aminoacidos para algunos tipos tumorales, se han planteado estrategias terapéuticas en donde
se utilizan enzimas que degradan aminoacidos necesarios para la proliferaciéon de las células
tumorales. El caso mas conocido de este tipo de terapia es la utilizaciéon de asparaginasa en el
tratamiento de la leucemia linfobldstica aguda infantil®*®. Dada la importancia de la
disponibilidad de L-Arg para la activaciéon y proliferaciéon de células T y de algunos tipos

tumorales, quisimos estudiar si la degradaciéon de L-Arg mediante la enzima ARG1 podia

actuar como agente potenciador de la apoptosis en células tumorales.

Los neutréfilos humanos expresan constitutivamente grandes cantidades de ARG1 y
pueden utilizarla como mecanismo antifungico!®. Los neutréfilos comprenden la poblacién
mas abundante de leucocitos en sangre, representando un ~60% de todos los leucocitos
circulantes. Son las primeras células en reclutarse en los focos de infecciéon fagocitando
microorganismos y liberando moléculas efectoras. Muchos tumores surgen de sitios de
infeccion o inflamacién crénica persistente que contienen un numero elevado de leucocitos y

factores que estimulan la proliferaciéon celular, la supervivencia, la migracion, la remodelacion
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de la matriz extracelular y la neovascularizacion?®2%°. Sin embargo, un tipo de neutrdfilos
asociado a tumores (denominado N1) pueden favorecer la respuesta inmune contra el tumor,

limitar la proliferacion celular e inducir apoptosis en las células tumorales™.

Para determinar como afecta la actividad de la enzima ARG1 de neutréfilos a la
proliferaciéon de células tumorales, generamos la proteina recombinante de neutréfilos GST-
ARGT1. La proteina resultante posee un peso aproximado de 66 kDa (Figura II-1A). Se
compar6 la especificidad del anticuerpo policlonal anti-ARG1, cedido por el Dr. M. Munder
(Universidad de Heidelberg, Alemania) contra la proteina nativa de los neutréfilos asi como

contra la recombinante y no observamos diferencias significativas (Figura II-1B).

kDa

1
e 1 2
-4

83,2
Gy e e —GCST-ARGH GST-ARG1T|®

38,7

ARG1

Figura II-1. La proteina recombinante de neutréfilos GST-ARGI es reconocida por el anticuerpo policlonal. (A)
Mediante PCR se amplific6 el gen correspondiente a la proteina de neutréfilos ARG1, el producto fue clonado y
sobreexpresado en F.coli. Por SDS-PAGE se verificé la purificaciéon de la proteina GST-ARG1 (66kDa). Carril 1:
Marcador de peso molecular; Carril 2: extracto total de proteinas; Carril 3: primera purificacién con esferas de glutation-
sefarosa B; Carril 4: segunda purificacién con esferas de glutation-sefarosa B. (B) Por Western blot se verificé la capacidad
del anticuerpo policlonal anti-ARG1 para reconocer tanto a la proteina nativa procedente de extractos celulares de
neutréfilos (Carril 1, 30 pg proteinas totales) como a la proteina recombinante GST-ARG1 (Carril 2, 5 pg de la segunda
purificacion). Los datos corresponden a un ensayo representativo de al menos tres experimentos independientes.

Evaluamos la actividad 7z vitro de la enzima recombinante GST-ARG1, midiendo la
producciéon de urea a partir de L-Arg. Comparamos la actividad de la GST-ARGT1 con respecto
a la ARG1 presente en extractos de proteinas totales de neutréfilos (EPT-N). La actividad
arginasa se determiné como se describe en materiales y métodos, utilizando 45 pg del extracto
proteinas totales de neutréfilos y 10 pg de la proteina GST-ARG1. Observamos que la

capacidad de la proteina recombinante GST-ARGT1 para producir urea a partir de L-Arg no se

veia afectada por la cola de GST (Figura 11-2).
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Quisimos evaluar el efecto de la enzima ARG1 de neutréfilos en la proliferacion y
muerte celular de lineas de diferentes tipos tumorales humanas como Hela (cuello uterino),
HEP-G2 (higado), SF268 y T98G (sistema nervioso central). Con esta finalidad realizamos una
curva dosis-respuesta de GST-ARG1 partiendo de una actividad de 1000 mU/ml, haciendo
diluciones seriadas 1:2 hasta 1,95 mU/ml. Para todas las lineas celulares estudiadas observamos
una disminucién en la proliferacion celular al co-cultivarlas con la enzima recombinante GST-
ARGT1 (Figura II-3A). A partir de los resultados antetiores, seleccionamos la dosis de 300 mU/
ml de GST-ARG1 para determinar el porcentaje de apoptosis ya que a esta concentracion
observamos una disminucién de la proliferacion celular en todas las lineas analizadas. Las
células fueron cultivadas durante 24 horas en presencia o ausencia de GST-ARGI1 y se
analizaron por citometria de flujo las células positivas para anexina-V. Observamos que a las 24
h de cultivo todas las lineas tratadas con GST-ARG1 presentaban mas de un 20% de células
apoptoticas en comparacion con el control (Figura I1-3B). Nuestros resultados sugieren que las
lineas celulares estudiadas son sensibles al agotamiento de L-Arg por la GST-ARGI1, lo que

resulta en la muerte celular por apoptosis.

Con el fin de determinar qué tipos tumorales son mas sensibles a la actividad arginasa
determinamos la actividad de la enzima GST-ARG1 necesaria para inhibir el 50% del
crecimiento (ICso) en tres lineas celulares de cancer de pancreas y en el panel de 60 lineas
celulares del Instituto Nacional del Cancer de EEUU (NCI-60). El panel NCI-60 es
ampliamente utilizado en el desarrollo de nuevos fiarmacos con accién antitumoral y
comprende 60 lineas tumorales humanas de leucemia, melanoma, cancer de pulmoén, colon,

cetebro, ovario, mama, prostata y rifién 26,

Realizamos una curva dosis respuesta partiendo de
una actividad de 1000 mU/ml con diluciones setiadas 1:2 hasta 1,95 mU/ml. Los experimentos

fueron realizados por triplicado experimental en dos ensayos independientes y la proliferacion
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Figura II-3. Efecto de la actividad arginasa de la GST-ARGT sobre la proliferacion y muerte celular de lineas tumorales.
(A) Se realiz6 una curva dosis respuesta para la GST-ARG1 durante 72 horas, la proliferacion celular fue determinada
utilizando el kit XTI (B) Para determinar la muerte celular las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de 300
mU/ml de GST-ARG1 durante 24 horas. El porcentaje de células apoptéticas fue determinado por citometria de flujo. Los
datos corresponden a la media + SD de tres experimentos independientes.
celular se determiné con el kit XTT a tiempo final de 72h. Los valores de 1Cso obtenidos para
cada subpanel se muestran en la Figura II-4. De los resultados obtenidos podemos observar
que existen diferencias marcadas en la sensibilidad de los distintos tipos celulares al
agotamiento de L-Arg por la actividad de la enzima GST-ARG1. En las lineas celulares de
ovario, pulmén y pancreas mas del 50% de las lineas testadas presentan un ICso menor de 400
mU/ml indicando que son altamente sensibles a la deficiencia de L-Arg. En las lineas de mama
se observa una disminucién marcada en la proliferacion celular a partir de las 500 mU/ml de
GST-ARGI, siendo la linea MCF-7 la mas sensible al agotamiento de L-Arg. Las lineas de
cancer de rifién y de piel presentan un perfil mas heterogéneo en cuanto a la sensibilidad a la
ausencia de L-Arg, con lineas muy sensibles (786-O y SK-MEL-5) y lineas muy resistentes
(ACHN y SK-MEL-2). En las lineas celulares de colon, préstata y del sistema nervioso central
(SNC) se observa una disminucion de la proliferacién menos evidente, donde sélo dos lineas
celulares de cada subpanel posefa un ICsp por debajo de las 500 mU/ml. Las lineas celulares de

leucemia parecen ser las menos sensibles al agotamiento de L-Arg ya que no se observo una

disminucién de la proliferaciéon en ninguna de lineas celulares testadas.

A partir de estos resultados y utilizando la curva dosis respuesta de las lineas celulares
mas sensibles a la actividad arginasa de cada tipo tumoral, se determiné el ICso (actividad que
inhibe el 80% del crecimiento) y el TGIL (Total Growth Inhibition) (Tabla 1I-1). Estas

concentraciones se utilizaron para evaluar el efecto del agotamiento de L-Arg en la muerte

celular por apoptosis. Las células fueron cultivadas durante 24 horas utilizando la
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concentraciéon equivalente al I1Cgo (Tabla II-1) tanto para GST-ARG1 como para la ARGI
presente en EPT-N.

Después del tratamiento con ambas enzimas las células fueron analizadas por
citometria de flujo para cuantificar el aumento de poblaciones anexina-V positivas.
Observamos que tanto el EPT-N como la GST-ARG1 eran capaces de inducir apoptosis en

todas las lineas celulares evaluadas (Figura I1-5).
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Figura II-4. Determinacién del IC50 de GST-ARGT1 en lineas celulares tumorales. Las lineas celulares sefialadas fueron
cultivadas con diferentes concentraciones de GST-ARGI. Después de 72 horas se determino la proliferacién celular con el
kit XTT. Los datos corresponden a la media = SD de los valores de ICs0 obtenidos para cada linea celular en dos
experimentos independientes realizados en triplicado experimental. (SNC: Sistema Nervioso Central).
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Tabla II-1. Determinacion del 1Cs y TGl para la GST-ARG1 sobre las lineas celulares mas sensibles al
agotamiento de L-Arg.

Linea Celular 1Cs0 (mU/ml) TGI (mU/ml)
COLO205 477 691,7
MCF7 163,5 200,4
SK-MEL-5 378,2 619,4
NCI-H522 469 686,9
OVCAR-3 493,6 7241
PC3 4943 732,2
786-0 473,4 714,5
SF268 471,4 758,3
BxPC3 84,9 104,6
Hela 373,2 476,1

- Figura II-5. El agotamiento de L-
%0 [ Control B EPT-N [J GsT-ARGH Ari‘;)or la ARG1 ingduce apoptosis en
40- células tumorales. Para medir la
muerte celular, las lineas celulares
indicadas se cultivaron con el
equivalente al ICg de ARG1 presente
en EPT-N y GST-ARGI durante 24
horas. Posteriormente se analizd,
mediante citometria de flujo, el
numero de células positivas para
anexina-V en comparacién con el
control de células cultivadas en medio
de cultivo sin las enzimas. Los datos
corresponden a la media £ SD de al
menos tres experimentos
independientes.
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II. 2. La apoptosis inducida por ARG1 en células tumorales es inhibida por

nor-NOHA

Nuestros resultados indican que la disminucién de la L-Arg por la enzima de
neutréfilos ARGT1 es capaz de inducir apoptosis en lineas celulares de distintos tipos tumorales.
Sin embargo, un extracto de proteinas totales de neutréfilos posee componentes como acido
hipocloroso, proteasas y especies reactivas de oxigeno que pueden contribuir a la muerte

celular6?-261

. Por lo tanto quisimos determinar la importancia de la ARG1 en la muerte inducida
por el EPT-N en las lineas celulares mas sensibles a la actividad arginasa de cada tipo tumoral.
Para ello, utilizamos un potente inhibidor reversible de ARG1 (nor-NOHA)?%2, Las lineas
celulares fueron cultivadas durante 24 horas con EPT-N al ICsy de la actividad arginasa

calculada para cada linea celular, en presencia o ausencia de nor-NOHA, y se calcul6 el
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porcentaje de apoptosis. El inhibidor de la enzima ARG1 nor-NOHA provocé la disminucién
de la apoptosis en todas las lineas celulares evaluadas (Figula 1I-7). Este resultado indica que la

actividad de la ARGT1 es el principal componente de la muerte mediada por EPT-N.

[] Control Il EPT-N [] EPT-N + nor-NOHA Figura II-7. La apoptosis

50+ inducida por EPT-N es inhibida
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II. 3. La liberacion de ARG1 por la degranulacion de neutroéfilos induce

apoptosis en células tumorales

La utilizacién de EPT-N no es una estrategia fisiolégica apropiada para implementar
una herramienta terapéutica en el tratamiento del cancer. Un mecanismo eficiente podria ser
utilizar la propiedad de los neutréfilos para regular la liberacion de la enzima ARG1 mediante
exocitosis. Los neutréfilos contienen al menos cuatro tipos diferentes de granulos: granulos
primarios o azuréfilos; granulos secundarios o especificos; granulos terciarios y las vesiculas
secretoras. La exocitosis de granulos y vesiculas secretoras juega un papel importante en la
mayorfa de las funciones de los neutréfilos activados y en la destrucciéon temprana de los
microorganismos fagocitados. Los granulos de los neutréfilos contienen una multitud de
sustancias antimicrobianas y potencialmente citotoxicas que se liberan al fagosoma o al exterior

de la célula tras la consiguiente degranulacién?63-265,

Una degranulacién excesiva es una
caracteristica comun de muchos trastornos inflamatorios, tales como episodios de asma, lesion
pulmonar aguda, la artritis reumatoide y el choque séptico. Para atenuar la respuesta
inflamatoria neutrofilica, una estrategia terapéutica eficaz serfa aquella dirigida a la regulacion
de la degranulacién de neutréfilos. El conocimiento de las vias de sefializaciéon que controlan la

movilizacién de granulos puede ser util no solo en la busqueda de dianas para la intervencion
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farmacolégica de la degranulacién, sino también para regular la colaboracion de los neutréfilos

en procesos inflamatorios o invasivos, como el cincer, sin afectar el tejido circundante?06-269,

Partiendo de esta idea, realizamos estudios de exocitosis en neutréfilos utilizando
diferentes moléculas que favorecen la degranulaciéon. De este modo quisimos determinar cual
es el estimulo capaz de liberar la mayor cantidad de ARG1 por exocitosis. Como activadores de
la movilizacién de granulos utilizamos fMLP, PMA y TNFa. Mediante Western blot detectamos
la secreciéon de la enzima ARG1 (Figura II-8A) y determinamos el porcentaje de ARG1
liberado con cada estimulo, en comparacién con la cantidad de ARG1 contenida en la fraccion
de neutréfilos en reposo (Figura II-8B). Observamos que el fMLP fue la molécula que generé

una mayor liberaciéon de ARG1.
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Figura II-8. ARG es secretada en neutréfilos activados. (A) 1 x 107 neutrdfilos fueron incubados durante 15 min a 37°C
en presencia o ausencia de 2,5 pg/ml de PMA, 100 nM fMLP 6 50 ng/ml TNF. El sobrenadante (S) contiene las proteinas
liberadas al exterior tras la movilizacién de granulos. Mientras que el pellet (P) corresponde al total de células estimuladas.
Los datos corresponden a un experimento representativo de al menos tres repeticiones. (B) Se determiné el porcentaje de
ARG liberada, mediante la comparacién de la actividad arginasa presente en el sobrenadante de neutréfilos estimulados,
con la sumatoria de la actividad arginasa presente en el pellet celular y el sobrenadante. Los datos corresponden a la media
+ SD de al menos tres experimentos independientes.

En base a estos resultados quisimos determinar si la activacién de neutréfilos con
fMLP podria inducir apoptosis en las lineas celulares MCEF7, SK-MEL-5, SF-268, BxPC3 y
HelLa. Adicionalmente, quisimos determinar la capacidad del inhibidor nor-NOHA para
disminuir la posible muerte celular provocada por la liberaciéon de ARG1. Estimulamos 1 x 107
neutréfilos de sangre periférica con fMLP. El sobrenadante (N-fMLP) fue cocultivado con las
lineas celulares indicadas durante 24 horas en presencia o ausencia del inhibidor nor-NOHA
(Figura I1-9). Observamos que en todas las lineas celulares evaluadas, el N-fMLP podia inducir
hasta un 25% de apoptosis en sélo 24 horas de tratamiento. Ademas, observamos que el
inhibidor nor-NOHA era capaz de disminuir significativamente la muerte celular por apoptosis

(Figura II-9). Nuestros resultados indican que la activaciéon de neutréfilos por el fMLP puede
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ser un mecanismo eficiente para inducir apoptosis en células tumorales, siendo la ARG1 parte

importante en este proceso.
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respuesta de proteinas desplegadas

En el capitulo anterior observamos que la ausencia de L.-Arg induce autofagia como
mecanismo de supervivencia al estrés de RE. Sin embargo, la degradacion de L-Arg a través de
la enzima ARG1 de neutréfilos induce apoptosis a las 24 horas de cultivo. Se conoce que las
seflales UPR tienen como prioridad el restablecimiento de las funciones del RE y la
supervivencia celular. Sin embargo, cuando el dafio en el RE es muy grande se induce
apoptosis!3*228270_ Cualquiera de las tres rutas mediadoras de la respuesta UPR (IREla, ATF6
y PERK) podria inducir apoptosis. Por lo tanto, quisimos determinar si la muerte celular
inducida por la enzima ARG1 de neutréfilos era consecuencia de la activacion de la respuesta
UPR por estrés de RE. La linea celular Hel.a fue cultivada en presencia o ausencia del
sobrenadante de neutréfilos activados por fMLP (N-fMLP). A diferentes tiempos analizamos

la expresién de proteinas involucradas en las diferentes rutas de sefializaciéon de la respuesta

UPR.

En primer lugar pudimos detectar la fosforilaciéon temprana de PERK y del factor de
transcripcion elF2q., caracteristicos de la respuesta UPR?"!. También observamos la regulacion

positiva del factor de transcripcion ATF4 y de su gen diana CHOP (Figura I1-10A). Estas dos
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proteinas se encuentran involucradas en la cascada de sefializaciéon de PERK/eIF20l y en la
apoptosis mediada por estrés de RE?’2. El incremento en la expresion de CHOP se considera
un indicador de la muerte celular por apoptosis frente a sefiales de estrés de RE?. El factor de
transcripcion CHOP induce la activacion de la cascada apoptética DR5/caspasa-8273. Dado
que nuestros resultados muestran una regulaciéon positiva de CHOP tras el agotamiento de L-
Arg quisimos estudiar si la ruta de la caspasa-8 estaba activada. Observamos que el tratamiento
con N-fMLP induce el procesamiento de la caspasa-8 a su forma activa (p20) tras un periodo
de incubacién de 6 horas. Ademas la caspasa-8 podia procesar a la proteina de membrana del
RE Bap31 a su forma activa p20 (Figura II-10A). Otro componente de la muerte celular
apoptotica inducida por el estrés de RE es la caspasa-4. En células Hel.a tratadas con N-fMLP
pudimos observar el procesamiento de la caspasa-4 a su forma activa p20 (Figura I1I-10A). La
chaperona residente del RE GRP78 es un componente importante de la respuesta UPR y bajo
condiciones prolongadas de estrés de RE, puede incrementar su expresion hasta 20 veces?’?7.
Sin embargo, no hemos detectado un aumento en la expresiéon de la chaperona GRP78 en
células Hela tratadas con N-fMLP (Figura II-10). Para conocer el grado de implicaciéon de las
caspasas 4 y 8 en la apoptosis mediada por N-fMLP, decidimos utilizar los inhibidores de las
caspasas 4 (z-LEVD-fmk) y 8 (z-IETD-fmk) ademas del inhibidor general de caspasas z-VAD.
La eficiencia de los inhibidores de caspasa-4 (Figura 1I-10B) y caspasa-8 (Figura II-10C) se
comprob6é mediante Western blot. Asimismo, se confirmé que la inhibicién de caspasa-8
previene la formacién del fragmento p20 de BAP31 (Figura I11-10C). Ademas, la preincubacion
con los inhibidores de caspasas inducen una disminucién significativa en el porcentaje de
apoptosis en las células tratadas con N-fMLP  (Figura 1I-10D). En conjunto estos datos
sugieren que la muerte inducida en células Hela por el N-fMLP involucra una respuesta
apoptotica mediada por caspasas y la activacion de la cascada de sefalizacion PERK/ATF4/

CHOP caracteristica del estrés de RE y la respuesta UPR.

A pesar de que el inhibidor de la arginasa nor-NOHA puede disminuir el porcentaje de
muerte en un 60% para la linea celular HelLa (Figura II-9), hay un porcentaje de células que
mueren por mecanismos independientes de la actividad arginasa. En base a estas observaciones
quisimos determinar si limitando la actividad de la ARG1 contenida en el N-fMLP mediante el
inhibidor nor-NOHA, éramos capaces de detectar la activacién de la ruta PERK (Figura II-11).
Cultivamos las células Hel.a con el N-fMLP en presencia o ausencia de nor-NOHA. A las 24
horas analizamos la activaciéon de las proteinas PERK, CHOP, caspasa-4, caspasa-8 y su
sustrato Bap31, caspasa-3 y su sustrato PARP-1. Observamos que la activaciéon por

fosforilacion de PERK (p-PERK) y la consecuente regulacion positiva de CHOP sélo se
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Figura II-10. Neutrofilos activados inducen apoptosis en células tumorales por activacion de sefiales de estrés de RE. (A)
1x107 neutréfilos fueron estimulados con 100 nM de fMLP, el sobrenadante fue cocultivado con la linea celular HeLa
durante 48 horas. En los tiempos indicados se realizaron extractos proteicos que fueron analizados por Western blot. Los
datos corresponden a la media = SD de al menos tres experimentos independientes. Para determinar si la apoptosis
inducida por neutroéfilos activados era inhibida por los inhibidores de caspasas 4 y 8, las células HelLa fueron pre-tratadas
durante 1 hora con 20 pM z-LEVD-fmk (inhibidor de caspasa-4) y con 100 pM z-IETD-fmk (inhibidor de caspasa-8).
Transcurrido el pretratamiento, fueron co-cultivadas durante 24horas con el sobrenadante de 1x107 neutréfilos estimulados
con 100 nM de fMLP (N-f). Las muestras fueron analizadas por Western-blot utilizando anticuerpos especificos para
caspasa 4 (B) y caspasa 8 y Bap31 (C). Se utilizé la ATCB como control de carga en cada pocillo. Los resultados mostrados
son representativos de tres experimentos independientes. (D) Se determiné el porcentaje de apoptosis mediante la tincién
de anexina-V por citometria de flujo. Los valores representados corresponden a las medias = S.D. de tres experimentos
ejecutados de manera independiente. ** p < 0,01. N: células Hel.a co-cultivadas con 1x107 neutréfilos estimulados con 100
nM de fMLP; 14: 20 pM z-LEVD-fmk; I8: 100 pM z-IETD-fmk

observa en las células tratadas con el N-fMLP sin el inhibidor nor-NOHA. Las caspasas-4 y 8
involucradas en la apoptosis mediada por sefales de estrés de RE también se activan sélo en
las células tratadas con N-fMLP sin el inhibidor nor-NOHA. A pesar de que la caspasa-8 no se
activa en las células tratadas con fMLP/nor-NOHA, si observamos la activacién de la

caspasa-3 y la inactivacién por escision de su sustrato PARP-1 en las células tratadas con fMLP
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con o sin nor-NOHA (Figura 1I-11). Nuestros resultados
indican que el tratamiento de células Hela con fMLP induce
la activacion de caspasas-3, 4 y 8, pero al inhibir la actividad
arginasa con nor-NOHA es la caspasa-3 la encargada de

dirigir la cascada proteolitica que conduce a la muerte celular

independiente de la ARG1.

II. 5. Ladisminucion de la L-Arg por la ARG1 de
neutrofilos activados, no afecta a células

proliferativas no tumorales

La utilizacién y desarrollo de enzimas que puedan
catabolizar aminoacidos u otros metabolitos necesarios para
el crecimiento tumoral constituye una estrategia atractiva
para el tratamiento del cancer. Sobretodo cuando las
deficiencias metabolicas entre células tumorales y células
normales pueden ser utilizadas como método selectivo. Para
determinar si el sobrenadante que resulta de la activacién de
neutréfilos con fMLP tiene algin tipo de efecto en células
proliferativas no tumorales como las células endoteliales de
la vena de cordén umbilical humano (HUVEC). Las células
HUVEC fueron co-cultivadas con N-fMLP y evaluamos el
porcentaje de células apoptoticas a lo largo de 48 horas de
tratamiento (Figura 1I-12). Observamos un porcentaje de

muerte no superior al 7%, menos de la mitad del observado
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Figura II-11. La ARG exocitada
por neutréfilos activados induce
apoptosis en células tumorales por
activacion de senales de estrés de RE.
1 x 107 neutréfilos fueron estimulados
con 100 nM de fMLP, el
sobrenadante (N-fMLP) fue
cocultivado con la linea celular HeLLa
en presencia o ausencia del inhibidor
nor-NOHA (50 pM) durante 24
horas. Se realizaron extractos
proteicos que fueron analizados por
Western blot. con los anticuerpos
indicados. Los datos corresponden a
la media = SD de al menos tres
experimentos independientes.

en las lineas tumorales estudiadas (Figura I1-9). La muerte celular fue totalmente inhibida con

el inhibidor de ARG1 nor-NOHA (Figura II-12). Nuestros resultados sugieren que la

utilizaciéon de neutréfilos activados con fMLP podria ser una estrategia interesante para el

tratamiento de tumores auxotrofos para L-Arg ya que no afecta la proliferaciéon de células

epiletiales no tumorales.

98



% Apoptosis

20+

Il N-MLP
1 N-fMLP + nor-NOHA

0-

|_'I'_|

il Is iﬁ
C 15 24

48

(h)

99

Figura II-12. Neutréfilos activados inducen menos
apoptosis en células proliferativas no tumorales que en
células tumorales. 1 x 107 neutréfilos fueron
estimulados con 100 nM de fMLP, el sobrenadante
fue cocultivado con las células HUVEC en presencia
o ausencia del inhibidor nor-NOHA (50 pM) durante
48 horas. Posteriormente las muestras se analizaron
por citometria de fluyjo mediante la tincion de
anexina-V, en comparacién con el control de células
incubadas durante 48 horas con el sobrenadante de
los neutroéfilos en reposo. Los datos corresponden a la
media * SD de al menos tres experimentos
independientes.
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I. La ausencia de L-Arg en células T humanas induce autofagia

como respuesta citoprotectora al estrés del reticulo
endoplismico

La L-Arg es un aminoacido no esencial involucrado en varios sistemas bioldgicos que
incluyen al sistema inmune®. Estudios 7 vitro e in vivo demuestran que la ausencia de L-Arg no
solo bloquea la proliferaciéon de células T, sino que también induce cambios moleculares que
incluyen la disminucién de la expresion de la cadena CD3C del receptor de células T (TCR) y la
produccién de ciertas citoquinas como IFNY, IL-5 e IL-1028. La regulacién negativa de la
cadena CD3C, como tnica consecuencia molecular relacionada directamente con la ausencia de
L-Arg, no explica la incapacidad de las células T para proliferar después de la estimulaciéon con
PHA+IL-2 en ausencia de L-Arg. Los datos publicados hasta el momento en cuanto al efecto
de la L-Arg sobre la proliferaciéon de las células T humanas, se han limitado a describir la
disminucién de la expresién de la cadena CD3C del TCR y la parada del ciclo celular en Go/ Gy
por la disminucién de la expresion de la ciclina 3 y cdk 4°1%. Sin embargo, no se han explicado
los mecanismos que permiten a las células T permanecer hasta 5 dfas en cultivo en ausencia de
L-Arg sin que se observe un aumento significativo de la muerte celular. Nuestros resultados
indican que la ausencia de L-Arg induce autofagia como mecanismo de supervivencia en
células T, manteniendo un estado no proliferativo que puede revertirse restableciendo los
niveles de L-Arg. Ademas estos resultados se confirman porque al inhibir la autofagia, las

células mueren por apoptosis en solo 48 horas.

La deficiencia de aminoacidos puede activar la quinasa GCN2, un sensor nutricional, a
través de la acumulaciéon de tRNAs no cargados. Al activarse por fosforilacion GCN2
desencadena rutas de sefializaciéon que permiten a las células adaptarse a las nuevas condiciones
nutricionales?'8. Estudios en levaduras han revelado que no sélo la restriccion de aminoacidos
puede inducir la fosforilacion de GCN2, sino que sefiales de estrés ambiental como la
exposicion a altas concentraciones de NaCl pueden inducir rapidamente la acumulaciéon de
tRNAs no cargados como tRNAMet t(RNA®* y tRNAAE, coincidiendo con la fosforilacion de
GCN2 vy de elF2a?Y. Las células no poseen reservorios de aminoédcidos, por lo que dependen
de los niveles intracelulares o de la biosintesis para cumplir con sus necesidades nutricionales.

Los tRNAs son los intermediarios entre el DNA vy las proteinas, cada aminoacido posee un
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tRNA especifico el cual sélo puede transferir un dnico aminoacido a la vez; el proceso se
completa reutilizando los tRNA?’6. Estudios previos muestran que la restriccion de la L-Arg
tienen un efecto marcado en el crecimiento de levaduras con la delecién en el gen GCN2.
Ademas en levaduras normales se puede detectar una disminucion del 50% de los tRNAA™
cargados con s6lo 10 minutos de restriccion de L-Arg?”’. La acumulacion de los tRNAME no
cargados es capaz de inducir la activacién de GCN2 y la posterior fosforilacién de eIF2a2".
En base a estas evidencias, suponemos que en células T la ausencia de L-Arg induce la

fosforilacion de la quinasa GCN2 por la acumulacion de tRNAAE no cargados.

La activacion de GCN2 induce la fosforilacion del residuo Ser® del factor de
transcripcion elF2a en ausencia de L-Arg. Estudios previos han demostrado que el elF2a
fosforilado es un inhibidor competitivo de eIFF2B que altera la formacién del complejo ellF2-
GTP-Met-tRNAI e inhibe el inicio de la traduccion®™®, por lo tanto la fosforilaciéon de GCN2 y
elF2a puede estar evitando la formacioén del complejo elF2-GTP-Met-tRNAI e inhibiendo la
sintesis global de proteinas en células T. Estas suposiciones pueden corroborarse con la
disminucién en la expresién de la cadena CD3C y la regulacién negativa de las proteinas de
membrana CD2, CD3¢g, CD5, CD11A y CD45. Nuestros resultados indican que la restriccion
de un solo aminoacido puede inhibir la sintesis de proteinas de membrana en células T
posiblemente por la activacion de elF2a. La activacion de GCN2 y la consecuente
fosforilaciéon de elF200 por la ausencia de L-Arg en células T, induce un aumento en la
expresion de la proteina ATF4. El factor de transcripcion ATF4 regula el inicio de la
transcripcion de una amplia gama de genes involucrados en el metabolismo y transporte de
aminodcidos, en el estatus oxidativo, energético y en la autofagia®27%-28%. Durante la restriccion
de nutrientes, la activaciéon de ATF4 regula la expresion de genes involucrados en la autofagia
como AtglG6L1, LC3, Atgl2, Atg3 y Beclin-1 281282, En células T cultivadas en ausencia de L-
Arg hemos observado que la activacion de ATF4 induce la expresion de Atgl2. Atgl2 es la
primera proteina ubiquitina-/&¢ en expresarse en la maquinaria autofagica, se une a Atgd y
Atgl6L para dar al inicio de un proceso autofigico®. Se conoce que tanto la formacién del
complejo terciario elF2a-GTP-Met-tRNAi como la activacién de la ruta GCN2/elF20./ATF4
son necesatias en la induccion de la autofagia mediada por la restriccién de aminodcidos?8!.
Ademas la inhibicién de GCN2 por RNA de interferencia inhibe la autofagia mediada por
IFN-y2%. En nuestro modelo de estudio tras la inhibicion de la expresion de GCN2 seguimos
detectando la fosforilaciéon de elF2a. Este factor de iniciacién de la transcripcién no solo

puede ser fosforilado por GCN2 sino que también puede ser fosforilado por otras quinasas
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como PERK, PKR y HRI’2. A pesar de que inicialmente no hemos detectado la activaciéon de
estas quinasas en células T cultivadas en ausencia de L-Arg, cuando silenciamos GCN2
observamos la activaciéon de la quinasa PERK involucrada en la respuesta UPR. Suponemos
que al inhibir la expresion de GCN2, es la quinasa PERK la encargada de fosforilar elF2a y
desencadenar la cascada de sefializacion que da lugar a la degradacion de LC3-II y SQSTM1/
p62. Estos resultados sugieren que la fosforilacion de GCN2 no es un paso critico para la
induccién de la autofagia en ausencia de L-Arg ya que cuando disminuye la expresiéon de
GCN2, su papel putativo en la fosforilaciéon de elF2a puede llevarse a cabo por rutas
alternativas, como la via PERK, que de otro modo permanece inactiva. Estudios posteriores
podtian enfocarse en estudiar la importancia de la ruta elF20,/ATF4 bien sea mediante el
silenciamiento de los mismos o de sus quinasas activadoras, GCN2 o PERK. Las rutas
alternativas para la activacién de la via elF20,/ATF4 puede ser esencial para el inicio de la

autofagia en ausencia de L-Arg,

La expresion del TCR, y en especial de la cadena CD3C, es un paso ctitico en la

regulaciéon de la respuesta inmune®

. Bl factor de necrosis tumoral (TNF), una potente
citoquina pro-inflamatoria, induce la regulaciéon negativa de la cadena CD3( en células T
activadas. El tratamiento con TNF no altera los niveles del mRNA/CD3C, pero si induce la
degradaciéon de la proteina tanto por la via proteasomal como por la via lisosomal®?’. La
ausencia de I.-Arg en células T no induce una regulaciéon negativa del mRNA/CD3T>%, pero si
de los niveles de la proteina. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito el mecanismo o
mecanismos responsables de la degradacion CD3( en ausencia de .-Arg. Nuestros resultados
demuestran que la degradacion de la cadena CD3C en células T por la ausencia de L-Arg se
debe a la activacion de la via proteasomal. Sin embargo, al contrario de lo que se observa con el
tratamiento con el TNE, la inactivacién de la ruta lisosomal no bloquea la degradacién del
CD3C. Se conoce que la distribucion y la cantidad de complejos TCR/CD3 en la membrana
plasmatica se mantiene gracias al equilibrio entre la sintesis y secreciéon de nuevos polipéptidos,
asi como por la internalizacién, reciclado y degradacion de los ya existentes?®. Los ligandos del
TCR/CD3 pueden estimular tanto la internalizacién y degradacién del receptor. Una vez
interiorizado el TCR/CD3 puede ser reciclado o degradado. En la sintesis de novo todas las
cadenas del TCR/CD3 son ensambladas en el RE y transportadas a través del Golgi hacia la
membrana plasmatica, cuando no se ensamblan correctamente son ripidamente degradadas?®.

La exportacion de los complejos TCR/CD3 desde el reticulo endoplasmatico y su transporte a

la superficie celular requiere la produccién concomitante y montaje de las cadenas off del TCR
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y las cadenas €Yy y O¢€, asi como los dimeros C-C del CD3. Las cadenas que no son ensambladas
son riapidamente degradadas en el RE o en el citoplasma??%?%7. La vida media de las diversas
subunidades del complejo TCR/CD3 en la membrana plasmatica difieren en gran medida:
siendo mayor de 20 h para las cadenas Y0¢€ del complejo CD3%> y menor de 4 h para la cadena
CD3 T?%. Algunas de estas subunidades son internalizadas y recicladas hacia la supetficie
celular, mientras que otras se degradan. Al contrario de las demas cadenas YO€ del CD3 que se
expresan en exceso, la cadena CD3T se expresa en menor cantidad y es un factor limitante para
el ensamblaje del TCR/CD3 2. Se conoce que la cadena CD3C contiene un motivo de
internalizacién, por lo puede ser continuamente internalizado y reciclado®’. Dadas las
caracteristicas de la cadena CD3C, esta puede ser una de las primeras proteinas internalizadas
tras la activacion de células T, ya que la estimulacién con PHA estimula la internalizacién del
TCR/CD3*". Al internalizarse, la cadena CD3( puede ser dirigida al RE para el ensamblaje del
complejo TCR/CD3, pero debido a los cambios producidos en la homeostasis del RE por la
ausencia de L-Arg y al bloqueo de la sintesis general de proteinas por la fosforilacion elF2a
observadas en la presente Tesis, suponemos que el complejo TCR/CD3 no puede formarse y

en consecuencia la cadena CD3C es rapidamente degradada por la via proteasomal.

El RE es un organelo esencial para el control de la calidad y la sintesis de proteinas.
Perturbaciones en el funcionamiento del RE por la disminucién de los niveles de glucosa o
aminodcidos, la desregulacion del flujo de Ca?*, posibles infecciones virales o hipoxia, inducen
a la acumulacién de proteinas desplegadas en el lumen del RE vy el inicio de la respuesta de
proteinas desplegadas (UPR). La respuesta UPR se inicia por la activacion de las quinasas
IREla, PERK y ATFG6 residentes en la membrana del RE8L En células T hemos observado
que la ausencia de un unico aminoacido, la L-Arg, es capaz de inducir sefales de estrés de RE.
La ausencia de L-Arg induce la activacion de la ruta IRE1a de la respuesta UPR, posiblemente
por la acumulacién de proteinas desplegadas en el RE. La activaciéon de la regiéon RNAsa de
IREla induce escision la de una secuencia de 26 nucleétidos pertenecientes al mRNA
inmaduro de XBP1 o XBPlu. El mRNA maduro de XBP1 (XBP1s) codifica un potente factor
de transcripcién que se transloca al nucleo para la activacion de genes involucrados en el
plegado de proteinas que se encuentran en el lumen del RE y para la activacién de la
maquinaria de degradacion asociada al RE (ERAD)?!. Nuestros resultados concuerdan con lo
esperado para la activaciéon del XBP1s en células T por la ausencia de L-Arg, observamos un
aumento en la expresién de EDEMI, proteina de la maquinaria ERAD, conforme detectamos

el XBP1s. La maquinaria ERAD es una de las vias activadas por la respuesta UPR para
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contrarrestar el estrés de RE. Su principal funcién es eliminar proteinas mal plegadas del lumen

del RE que generan agregados toxicos para la célula!l’.

Las proteinas que no alcanzan su
conformacién nativa son reconocidas por la maquinaria ERAD y retro-translocadas hacia el
citoplasma, poli-ubiquitinadas y degradadas mediante el proteasoma?#!. Nuestros resultados
sugieren que en células T la ausencia de L-Arg puede inducir la activaciéon de la maquinaria
ERAD por XBP1 y del proteasoma como mecanismo downstream de la respuesta UPR. Ademas

la activacion del proteasoma interviene en la regulacion negativa de la cadena CD3C, observada

tras la ausencia de L-Arg,

La funcién inicial de la respuesta UPR es inducir la degradaciéon de las proteinas
desplegadas en el lumen del RE mediante la activacion del proteasoma o de la autofagia86-292.293,
Cuando se induce estrés de RE por restriccion de nutrientes, o por el tratamiento con
tunicamicina, se observa la activacién de la ruta IRE1a/JNK y el consecuente flujo autofigico
como mecanismo de supervivencia???*!, La proteina Beclin-1 es el ortélogo de mamifero del
Atg6 en levaduras y componente esencial para la formaciéon del autofagosoma. Mediante
screening de dos hibridos en levaduras se identific6 a Beclin-1 como una proteina que
interactuaba con proteinas de la familia Bcl-224. La interaccion entre Bel-2 y Beclin-1 se lleva a
cabo exclusivamente en la superficie del RE. De ese modo la capacidad de Bcl-2 para inhibir la
autofagia mediante su unién a Beclin-1 es particularmente sensible a las alteraciones en la
homeostasis del RE?". La induccién de la autofagia como mecanismo de supervivencia bajo
condiciones de estrés de RE es un evento ampliamente estudiado en la literaturad6-295-298,
Nuestros resultados aportan nuevos datos ya que la ausencia de L-Arg podria ser catalogada
como un agente desencadenante de estrés del RE, con la capacidad de inducir la activacion de

la ruta IRE1q, la fosforilacién de JNK y la consecuente escision del complejo Bel-2/Beclin-1

por la fosforilaciéon de Bcl-2, al igual que otros conocidos inductores de estrés de RE como la

ceramida®® o la tunicamicina?3!.

La activacion de la autofagia en respuesta a la omisiéon de un sélo aminoacido ha sido
estudiada en células CHO (Chinese hamster ovary) y en células hepaticas de rata?36-306-308,
Inicialmente se describié en hepatocitos de rata un grupo de aminoacidos (L-Leu, L-Gln, L-
His, L-Pro, L-Met, L-Trp, L-Tyr), cuya restriccion individual o combinada, tenfa la capacidad de

307 Estudios con

inducir autofagia en la misma medida que la restriccion total de aminoacidos
células CHO clasificaron los aminoacidos segin su capacidad para inducir la degradaciéon del
LC3-II. Como resultado se obtuvieron tres grupos de aminoacidos en donde L-Arg, L-Leu, L-

Lys y L-Met se clasificaron como fuertes activadores de la autofagia; los aminoacidos L-Gln, L-
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His, L-Phe, L-Thr, L-Trp, L-Tyr y L-Val como activadores débiles y los aminoacidos L-Ala, L-
Asn, L-Asp, L-Cys, L-Glu, L-Gly, L-Iso, L-Pro, L-Ser no ejercian ningin efecto en cuanto a la
degradacion del LC3-112%. En nuestro modelo de estudio, la cuantificacion del flujo autofigico
en respuesta a la omisiéon de un solo aminoacido nos permitié determinar el requisito minimo
nutricional para la induccién de la autofagia en células T. Identificamos un grupo de
aminoacidos (L-Arg, L-His, L-Leu, L-Met, L-Phe, L-Trp y L-Tyr) como reguladores directos de
la degradacién del LC3-II, mientras que los demas aminoacidos no parecian tener ningun
efecto. Al igual que en células CHO, los aminoacidos L-Arg y L.-Met inducen una mayor
degradacion del LC3-11 eque el resto de aminoacidos. Podria esperarse que la deficiencia de L-
Met sea un estimulo suficiente para generar cambios en el metabolismo celular, ya que es un
elemento limitante para el inicio de la traduccion de proteinas’®. Sin embargo, el aminoicido
L-Tyt, clasificado como un inductor débil de la autofagia en células CHO?®, en células T no
s6lo es un potente activador de la autofagia, sino que también induce el sp/licing alternativo de
XBP1, al igual que L-Arg y L-Met. Suponemos que los aminoacidos L-Met y L-Tyr inducen la
activaciéon de la ruta IRE1a de la respuesta UPR y probablemente por las mismas rutas que la

L-Arg en cuanto a la activacién de la autofagia.

En condiciones nutricionales 6ptimas como abundancia de aminoacidos, glucosa y
factores de crecimiento, el complejo mTORC1 bloquea la autofagia mediante la inhibicién de
la quinasa ULK1. Cuando disminuyen los niveles de aminoacidos, factores de crecimiento o
aumenta la relacién AMP/ATP, se inhibe la actividad del complejo mTORC1 permitiendo que
aumente la actividad de la quinasa ULK1 dando inicio a la formacién del autofagosomal’l.
Ademas, la inhibiciéon de Akt, quinasa que se encuentra #pstreazz de mTORCI1, puede conducir
a la inhibicién del complejo mTORCI y activar la autofagia!”>%. En concordancia con estas
observaciones la ausencia de L-Arg en células T induce la inhibicién de la fosforilacion de Akt,
del complejo mTORCI y de su sustrato p705°K. Podemos inferir que la ausencia de L-Arg
regula negativamente la ruta Akt/mTORC1 y promueve el inicio del proceso autofigico. Sin
embargo, serfan necesarios mas estudios para determinar los mecanismos involucrados en la
regulaciéon negativa de la ruta de senalizacion de mTORC1 por la ausencia de un sélo
aminoacido, la L-Arg. Por otra parte, existen rutas adicionales a la ruta mTORC1 con la
capacidad de regular la autofagia. Entre ellas se encuentra la ruta MAPK-ERK1/2,; siendo
especialmente importante en la activacion de la autofagia después del estrés de RE!68391302. Sin
embargo, nuestros resultados indican que en células T la autofagia inducida por la ausencia de
L-Arg depende en mayor grado de la ruta JNK que de la ruta MAPK-ERK1/2, puesto que al
utilizar el inhibidor de MAPK U0126, aun podemos detectar la conversién de LC3-I a LC3-11.
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La activacién de la autofagia en células T inducida por la ausencia de L-Arg es un
proceso que favorece la supervivencia celular ante senales de estrés de RE. Este proceso puede
mantenerse durante periodos prolongados, sin que se observe un aumento significativo en la
apoptosis, y se invierte una vez que los niveles de L.-Arg vuelven a la normalidad. Sin embargo,
al bloquear la autofagia con inhibidores farmacolégicos o genéticos, las células T mueren por
apoptosis en un periodo de 24 horas. Observamos que al inhibir la autofagia se desencadena
una respuesta apoptoética caracterizada por la expresion de CHODP, la activacion de las caspasas
4 y 8, ademas de la escision de Bap31. Tanto CHOP como las caspasas 4 y 8 han sido

reportados como integrantes claves de la apoptosis mediada por estrés de RE3%3-305,

En conjunto nuestros resultados indican que la ausencia de L-Arg induce estrés de RE
en células T y que estas seflales pueden ser detectadas y canalizadas tanto por sensores
nutricionales como GCN2, como por las quinasas de la respuesta UPR, IREla y PERK en

sustitucion de GCN2. Estas quinasas son las encargadas de desencadenar mecanismos

adaptativos comola autofagia, para restaurar la homeostasis del RE (Figura I-21).

RE Proteinas
desplegadas

uXBP1 mRNA
VWA
JISXBF’1 mRNA I_> @

WA |
—=

Supervivencia

Figura I-21. Modeclo esquematico de la autofagia inducida por estrés de RE en ausencia de L-Arg en células T. La
ausencia de L-Arg induce la activacién de la region RNAsa de IREla, el cual procesa el mRNA de XBP1 cortando una
secuencia de 26 nucleotidos y dando lugar al factor de transcripcion XBP1s. XBP1s induce la transcripcién de genes como
EDEMI involucrados en la maquinaria ERAD. Adicionalmente la ausencia de L-Arg induce la activaciéon de GCN2 el
cual fosforila elF2a e induce la expresion de ATF4. ATT4 esta involucrado en la expresién de genes iniciadores de la
autofagia como ATG12. Por otra parte la activaciéon de IRE] induce la fosforilaciéon de JNK, el cual promueve la
disociacion del complejo Bcl-2/Beclin-1 en la membrana del RE mediante la fosforilacién de Bcl-2. El Beclin-1 libre inicia
la formacién del autofagosoma y la supervivencia celular.
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II. Participacion de la arginasa I en la muerte de células

tumorales mediada por neutroéfilos

Las alteraciones en el metabolismo celular constituyen una caracteristica casi universal
en muchos tipos de células cancerosas. Muchos tumores presentan deficiencias en la sintesis o
reciclaje de uno o mas aminoacidos, forzando a la dependencia de la disponibilidad extracelular
de los mismos para satisfacer las demandas biosintéticas. Por lo tanto, una modalidad de
tratamiento con alta selectividad para células tumorales serfa la degradacion sistémica de
aminoacidos esenciales para el tumor, resultando en la muerte celular de las células tumorales
con un efecto minimo en las células normales?”. Sin embargo, las enzimas heterélogas han
tenido una utilidad limitada en el tratamiento de neoplasias malignas ya que pueden provocar
respuestas adversas como el shock anafilactico y la inactivacion enzimatica mediada por
anticuerpos. La unica excepcion notable es la L-asparaginasa II de Escherichia coli, que ha sido
aprobado por la FDA para el tratamiento de primera linea para la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) infantil®*31% Otra excepcidn, la constituye la asparaginasa de la planta Ermwinia
chrysanthensi, que se utiliza conjuntamente con otros medicamentos para el tratamiento de
pacientes de LLA que han tenido algun tipo de reaccién alérgica a medicamentos similares,
tales como L-asparaginasa amidohidrolasa de Merck&CO (Elspar®) o PEG-L-asparaginasa
(Oncaspar®)3!1,

El uso de enzimas humanas puede ofrecer un nuevo enfoque para el desarrollo de
terapias oncoldgicas, ya que pueden presentar una reducida inmunogenicidad y presentar una
mayor estabilidad en condiciones fisiologicas. La ARG1 cataboliza la L-Arg a L-ornitina y urea,
disminuyendo los niveles de L.-Arg disponibles. Los neutréfilos humanos expresan grandes
cantidades de ARG1, lo que podria ser perjudicial para algunas células tumorales auxoétrofas
para L-Arg. Estudios previos han demostrado que lineas tumorales con deficiencia en la
expresion de la enzima ASS son auxotrofas para L-Arg, y la ausencia de este aminoacido puede
inducir una parada en el ciclo celular y la posterior muerte celular por apoptosis?231%. Nuestros
resultados indican que tanto la proteina recombinante GST-ARG1, como el extracto de
proteinas totales de neutréfilos (EPT-N) y el sobrenadante del exocitado de neutréfilos
inducido por tMLP (N-fMLP) pueden inducir apoptosis en lineas tumorales en las que se
observa una disminuciéon de la proliferaciéon por la actividad de la ARG1 de neutréfilos.

Ademas hemos observado que lineas de ovario, pulmoén, piel, mama, pancreas y rifién son
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especialmente sensibles a la actividad de la ARG1 de neutréfilos. En las lineas celulares mas
sensibles a la actividad de la ARG, el inhibidor especifico de la ARG1 nor-NOHA, era capaz
de disminuir el porcentaje de apoptosis, indicando que la actividad arginasa es un factor
importante en cuanto a la muerte celular mediada por neutréfilos. Nuestros resultados aportan
informacion relevante en la identificacién de tipos tumorales sensibles a la restriccion de L-
Arg. Esta informacién puede servir para disefiar terapias especificas en donde se utilicen

enzimas humanas que regulen la disponibilidad de L-Arg.

Estudios anteriores han demostrado que la ausencia de arginina en el medio de cultivo
por la accion de la arginina deiminasa (ADI) de Mycoplasma arginini, induce una parada del ciclo

celular en Gi, lo que conlleva a una eventual muerte celular?>314315,

Sin embargo, el
agotamiento de L-Arg por la enzima recombinante humana ARG1 induce una parada del ciclo
celular en fase G2/M 6 S en lineas celulares de carcinoma hepatocelular sin induccién de

316, En contraste

apoptosis, ya que no se observa un aumento significativo de la fracciéon sub-Gq
con estos hallazgos, nuestros resultados indican que la actividad ARG1 de neutréfilos da lugar
a la activacién de una respuesta apoptética en las lineas celulares COLO205, MCF7, SK-
MEL-5, NCI-H522, OVCAR-3, PC3, 786-O, SF268, BxPC3, Hel.a, en las que se observo
inicialmente una disminucion de la proliferacion celular. Por lo tanto, la actividad arginasa y la

consecuente disminuciéon de L-Arg puede causar una parada en el ciclo celular o apoptosis en

funcién de las caracteristicas genéticas del tumor y de sus necesidades nutricionales.

En el capitulo anterior observamos que las células T eran capaces de inducir autofagia
como mecanismo de supervivencia ante la deficiencia de L-Arg y podian mantenerse 5 dias en
cultivo, sin mas de un 10% de apoptosis. Por el contrario, en las células tumorales sensibles a la
actividad de la ARG1 estudiadas en este apartado, el co-cultivo con N-fMLP induce un 25% de
apoptosis tan sélo 24 horas después del inicio del tratamiento. Se conoce que la muerte celular
inducida por el tratamiento con ADI-PEG20 6 con rhARG1 en células tumorales puede
observarse tras 3 6 6 dias de tratamiento?>3317318, Sin embargo, el mecanismo mediante el cual
la restriccion de un s6lo aminoacido como la L-Arg puede inducir muerte celular no esta del
todo claro. Nuestros resultados indican que la actividad de la ARG1 de neutréfilos, liberada
por la activacién con fMLP, induce muerte celular por apoptosis, mediante la activacion de
proteinas involucradas en la respuesta UPR como PERK, ATF4 y CHOP. Se conoce que la
fosforilacion del factor de transcripcion elF2a a través de PERK puede inducir apoptosis por
la regulacién positiva de la expresion de ATF4 y CHOP!. La expresion de CHOP se

considera un marcador de estrés de RE, ya que en condiciones normales suele permanecer a
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niveles bajos mientras que aumenta su expresion durante el estrés de RE. Aunque se desconoce
el mecanismo exacto mediante el cual CHOP induce apoptosis mediada por estrés de RE,
células CHOP/- son resistentes a la muerte celular mediada por compuestos que inducen la
liberacion de Ca?" del RE3%. En células HeLa co-cultivadas con N-fMLP también observamos
una fuerte activaciéon de la caspasa-4 a las 24 horas del tratamiento, una vez que ya se han
desencadenado las sefales de muerte como la fragmentacion de Bap31 y la expresion de
CHOP. Lo que nos sugiere que esta cistein-proteasa podria contribuir a la respuesta apoptotica
mediante la potenciacién de la misma y no como una caspasa iniciadora. Estos resultados
concuerdan con los publicados por Nieto-Miguel y colaboradores (2007) en los que la
activacion de la caspasa-4 en células tratadas con edelfosina, no es el resultado de un
acontecimiento inicial, sino que se presenta como un fenémeno tardio que tiene lugar en la
cascada de sefializacion apoptdtica tras la formacion del apoptosomal?*. El tratamiento con
neutroéfilos activados en células Hela provoco la activaciéon de la caspasa-8 a las 6 horas de
tratamiento. También observamos la fragmentaciéon temprana de la proteina integral de
membrana de RE Bap31 por la caspasa-8, conduciendo a la generacién de un fragmento de 20
kDa (p20) se ha relacionado con la conduccién de sefiales proapoptoticas entre el RE y la
mitocondria, induciendo la liberacion del Ca?* del RE y su consiguiente incorporacion en la
mitocondria, lo que tiene como consecuencia la ruptura de la membrana mitocondrial y la
liberacion del citocromo ¢ al citosol’””. Al inhibir la ARG1 presente en N-fMLP observamos
que los marcadores de estrés de RE como PERK fosforilado o CHOP dejan de detectarse, al
igual que las caspasas 4, 8 y la ruptura de su sustrato Bap31. Sin embargo, podemos detectar la
activacion de la caspasa-3 y la ruptura de su sustrato PARP-1. La caspasa-3 es una cistein-
proteasa efectora que es procesada a su forma activa por las caspasas 8, 9 y 10, ademas de la
granzima B32%%21. Suponemos que tras inhibir la actividad arginasa con nor-NOHA son las
caspasas 9 6 10 las encargadas de dirigir la muerte inducida por neutréfilos activados. En
conjunto, nuestros resultados indican que la muerte inducida por el sobrenadante del exocitado
de neutréfilos inducido por fMLP, depende en gran medida de la actividad de la ARG1, y que
esta muerte parece estar desencadenada por sefales de estrés de RE dirigida por la ruta PERK

de la respuesta UPR.

Con respecto a la utilizacion de enzimas que degraden la L-Arg, actualmente existen
ensayos clinicos con las enzimas recombinantes ADI-PEG20 (Polaris Pharmaceuticals, Inc.)
para el tratamiento del carcinoma hepatocelular, cancer de pulmén de células pequefias, cancer
de proéstata, cancer de mama metastasico, melanoma metastasico, leucemia mieloide aguda y

linfomas no-Hodgkin’s. Ademas, existe otro estudio en fase I llevado por la compafifa
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biotecnolégica BCT (Bio-Cancer Treatment International Limited) en el que se esta utilizando la
enzima recombinante humana ARG1 (thARG1-BCT100) en pacientes con leucemia refractaria

(informacién disponible en www.clinicaltrials.gov). Estos estudios tienen en comuin la

administracion intravenosa de la enzima recombinante ADI-PEG20 6 thARG1, resultando en
la disminucién de los niveles de L-Arg en el suero de los pacientes tratados. La L-Arg es un
aminoacido importante para el correcto funcionamiento del sistema inmune y para la
activacién y proliferacion de células T*8322324. Sin embargo, en presencia de ARG, las células
T pueden aumentar hasta 5 veces la incorporaciéon de L-citrulina para producir L-Arg a través
del ciclo de la urea. Si los niveles de L-citrulina son suficientes, las células T pueden mantener
la expresion de la cadena CD3C y la proliferacion celular®®. Se conoce que las células Tyl
juegan un papel importante en la inmunidad anti-tumoral. Esta poblaciéon de células T puede
actuar directamente sobre la proliferaciéon de células tumorales mediante la liberacién de IFN-
Y, TNF-0 y componentes de granulos citoliticos, como indirectamente a través de la activacion
y expansion de las células T citotéxicas, lliberadoras de moléculas citotoxicas como las
granzimas y perforinas®*%. Al disminuir los niveles de L-Arg en sangre, se bloquea el papel
benéfico de las células T en la batalla contra la proliferaciéon de células tumorales. A diferencia
de las terapias establecidas con enzimas que catabolizan la I.-Arg, la ARG1 de neutréfilos se
encuentra localizada en granulos intracelulares y puede ser movilizada tras la activacion
celular’®. La exocitosis de grinulos en neutrofilos estd estrechamente regulada por la
maquinaria SNARE, evitando la liberacién de moléculas nocivas sin una estimulacion

CSpCCfﬁC3267’268’327.

Hemos observado que los neutréfilos humanos pueden liberar hasta un
25% de la ARG1 contenida en los granulos intracelulares tras la estimulacion con fMLP. Esta
liberaciéon es suficiente para inducir apoptosis en células tumorales en un periodo de 24 horas.
Nuestros datos indican que la ARG1 contenida en los granulos intracelulares de los neutréfilos
humanos es capaz de inducir apoptosis en células tumorales posiblemente a través de la
privacion de L-Arg, sin embargo, la inhibicién de la actividad arginasa no suprime
completamente la apoptosis. Los neutréfilos humanos poseen otros componentes citotoxicos

como las proteasas, SI00A8/A9 (calprotectina) y especies reactivas de oxigeno que pueden

estar contribuyendo a la destruccion de las células tumorales cuando se inhibe la ARG1328:329,

Aunque nos hemos centrado en la supuesta accién antitumoral de la ARG, existen
evidencias sobre la participacion de la actividad arginasa en la inmunosupresion mediada por el
por el reclutamiento de células MDSCs y neutréfilos en el microambiente tumoral®2330331,

Ademas los neutréfilos activados generan especies reactivas de oxigeno que pueden inducir

mutaciones en genes especificos que favorecen la transformacion de las células normales?3333,

114


http://www.clinicaltrials.gov
http://www.clinicaltrials.gov

Se conoce que los neutroéfilos constituyen una de las poblaciones celulares mayoritarias en el
infiltrado de células inflamatorias en muchos modelos de cancer. Estudios recientes han
demostrado que sefiales especificas como el TGF-B (transforming growth factor8) inducen la
formaciéon de un fenotipo pro-tumorigénico 6 N2 en los neutrédfilos asociados a tumores,
capaz de promover el crecimiento tumoral y la supresion de la respuesta inmune
antitumoral’®33*, Sin embargo, también existe un fenotipo antitumoral 6 N1 que puede inducir
apoptosis en las células tumorales a través de Fas-ligando, especies reactivas de oxigeno o por

la citotdxicidad celular mediada por anticuerpos??>-3%7.

Por lo tanto, a pesar de que la ARG1 y la presencia de los neutréfilos en el
microambiente tumoral pueden actuar como una espada de doble filo en la carcinogénesis,
utilizando los conocimientos actuales sobre el metabolismo de la L-Arg en células T y la
manipulacién de la infiltracién y degranulacion de los neutréfilos en el microambiente tumoral,
se puede definir en qué circunstancias la enzima ARG1 puede ser utilizada como supresor del
crecimiento tumoral. La elucidacién de mecanismos que regulen la secreciéon de la ARG1 sin
inducir las propiedades pro-tumorales de los neutréfilos podria establecer un nuevo enfoque

para el tratamiento del cancer.
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Conclusiones

1. La ausencia de L-Arg induce en células T humanas estrés del reticulo endoplasmico y

la activacion de la respuesta de proteinas desplegadas a través de la quinasa IRE1a.

2. En respuesta al estrés del reticulo endoplasmico mediado por la ausencia de L-Arg, las
células T activan la autofagia mediante la via de sefializacién IRE10/JNK como

mecanismo de supervivencia.

3. No so6lo la deficiencia de L-Arg, sino también de I.-Met 6 L-Tyr induce en células T el

procesamiento del mRNA de XBP1 y la activacion del flujo autofagico.

4. La arginasa I de neutréfilos bloquea la proliferaciéon e induce apoptosis en lineas
tumorales de mama, melanoma, ovario, cuello uterino, pulmoén, rifién, prostata y

pancreas.

5. La arginasa I de neutréfilos puede ser liberada por exocitosis mediante la estimulacién

con fMLP.

6. La muerte mediada por el exocitado de neutréfilos activados con fMLP induce la
activacion de la ruta PERK/ATF4/CHOP de la respuesta UPR en células Hel.a, y la
muerte celular por apoptosis. Esta muerte celular depende en gran medida de la
actividad arginasa y esta mediada por la activaciéon de marcadores de estrés de reticulo

endoplasmico como CHOP, caspasa-4, caspasa-8 y Bap31.
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