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Participacion de la proteina BIK
en los procesos apoptdticos

Juan Carlos Gutiérrez-Santana,* Gisela Garcia-Casillas,** Julia Dolores Toscano-Garibay*

RESUMEN

La apoptosis es un proceso de muerte celular relevante en el desarrollo y diferenciacion de organismos multicelulares
y cuya alteracion puede desembocar en condiciones patolégicas. Existe una familia de proteinas que regulan
estrechamente la apoptosis conocidas como proteinas BCL-2, la cual estd fomada por miembros anti- y pro-
apoptoticos con regiones estructurales o dominios compartidos (BH1-BH4). Algunos miembros son activados
exclusivamente con funcién pro-apoptética en respuesta a senales de muerte y sélo poseen homologia en la
region BH3 (BH3-only). BIK es una proteina BH3-only que se encuentra anclada a la membrana del reticulo
endoplasmico donde produce cambios en los niveles de Ca*2 induciendo con ello la remodelacién de las crestas
mitocondriales y liberando el Citocromo C que es el paso inicial de la apoptosis. Ademas, BIK coopera con NOXA
para activar a BAX por un mecanismo independiente de la remodelacion mitocondrial. Por otro lado, la expresion
de BIK es inducible por antiestrogenos y parece estar relacionada con p53 en células MCF7. Se ha planteado que
BIK es activamente sintetizada en células derivadas de cancer de mama rapidamente degradada por un mecanismo
dependiente del proteosoma, por lo que el uso de inhibidores de dicho mecanismo restaura la apoptosis. Debido
a su papael como regulador apoptético, BIK se ha convertido en un blanco terapéutico indirecto importante,
aunque es uno de los miembros BH3-only menos estudiados; sin embargo, su estudio podria resultar en
alternativas biotecnologicas interesantes en el tratamiento de diversas patologias.
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ABSTRACT

Cell death (apoptosis) is a process relevant in the development and differentiation of multicellular organism and its
alterations raise pathological conditions. Apoptosis is tightly regulated by a family known as BCL-2 proteins conformed
by pro- and anti-apoptotic members that share structural domains (BH1-BH4). Some members of this family are
exclusively activated in response to death signals with pro-apoptotic function and have homology barely at the
BH3 domain (BH3-only proteins). BIK is a BH3-only protein embedded into the membrane of the endoplasmic
reticulum inducing changes in Ca*? levels consequently remodeling mitochondrial cristae and releasing cytochrome
C as the initial step of apoptosis. Additionally, BIK cooperates with NOXA to activate BAX through a mitochondrial
independent pathway. On the other hand, BIK expression is inducible by anti-estrogenic drugs and it has been
related to p53 on MCF7 cells. Also, it has been observed that BIK is actively synthesized in breast cancer cells and
is rapidly degraded in a proteasome-dependent manner with its levels being restored when proteasome inhibitors
are used. Due to its role as apoptotic regulator BIK has become an important indirect therapeutic target, nonetheless
being one of the less studied BH3-only members, its study would generate interesting biotechnological alternatives
for a wide number of pathologies.
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APOPTOSIS

Es ampliamente conocido que la apoptosis, una clase
de muerte celular programada genéticamente y que se en-
cuentra altamente conservada en los eucariontes, participa
de manera importante en el desarrollo y diferenciacion de
organismos multicelulares, en la homeostasis de los teji-
dos y en la eliminacion de células dafiadas e infectadas.™

Cualquier alteracién en el proceso apoptético puede
desembocar en condiciones patologicas como el cancery
enfermedades degenerativas. Estos aspectos han sido causa
de interés en la identificacién de genes y sus productos
dentro de la regulacion de la apoptosis. 2°

Un avance en el entendimiento de la regulacion de la apop-
tosis fue el descubrimiento de BCL-2, una familia de protei-
nas reguladoras de la apoptosis, las cuales funcionan locali-
zando las membranas de distintos organelos, y en caso de ser
necesario mediar la activacion proteolitica de caspasas. ' ¢°

La familia de proteinas de BCL-2 actualmente esta con-
formada aproximadamente por 25 miembros agrupados en
dos subclases, dependiendo la funcion que desempeiien
en el proceso apoptético; por un lado, se agrupan a aque-
[los miembros que tienen la capacidad de inhibir la apop-
tosis (anti-apoptoticos) y, por otro, aquellos que tienen la
capacidad de inducirla (pro-apoptéticos).6”

PROTEINAS BCL-2

Los miembros de la familia de proteinas de BCL-2 com-
parten regiones estructurales entre si [lamadas regiones de
homologia de BCL-2 (BH, de sus siglas en inglés BCL-2
homology). A la fecha se han identificado cuatro de esas
regiones (BH1-BH4) (Figura 1) y cada miembro de la fami-
lia de BCL-2 comparte al menos una de estas regiones.>*1°

Varios miembros de la subclase antiapoptética (como
BCL-2, BCL-XL, BCL-W) poseen las cuatro regiones BH.
Otras como MCL-1, la proteina BHRF1 del virus de Eps-
tein-Barr y KSHV-Bcl-2 del virus del sarcoma de Kaposi,
solamente poseen las secuencias de homologia BH1, BH2
y BH3. A estos miembros que comparten al menos tres de
las cuatro regiones de homologia se les conoce como pro-
tefnas antiapoptéticas multidominio. Diversos estudios
indican que estos tres dominios tienen una fuerte influen-
cia en la homo y heterodimerizacion con otras proteinas
de la familia de BCL-2 con funcién pro-apoptotica inhi-
biendo su funcién y permitiendo la sobrevida celular.*®

Los miembros proapoptoticos, como BAX y BAK, po-
seen homologia de las regiones BH1, BH2 y BH3, por lo
que son conocidos como proteinas proapoptéticas multi-
dominio; sin embargo, la mayor homologia se observa en
la region BH3, la cual se sabe que es la responsable de

240

Gutiérrez-Santana JC y cols. Participacion de la proteina BIK en los procesos apoptdticos.

mediar las interacciones con proteinas antiapoptoéticas y
de promover la muerte celular programada.*®1°

RELACION DE PROTEINAS
PROAPOPTOTICAS MULTIDOMINIO
Y BH3-ONLY

Existen miembros proapoptoticos que sélo poseen
homologfa en la regién BH3, por lo cual reciben el nom-
bre de proteinas proapoptéticas BH3-only, en ellas se
agrupa a proteinas como BID, BAD, BIM, Bmf, SPIKE,
PUMA, NOXA y BIK, las cuales se activan bajo seiales de
muerte.*>1°

Las proteinas BH3-only pueden funcionar como sensores
de muerte que median la activacién de la apoptosis intrinseca
(mitocondrial) inducida por una amplia variedad de estimu-
los, desde senales de estrés intracelular hasta el dafio al DNA.
Sin embargo, por si mismos los miembros de BH3-only no
son capaces de ocasionar apoptosis, ya que requieren que su
conformacion activa encienda una maquinaria de senaliza-
cion rio abajo para regular la habilidad y actividad de miem-
bros pro-apoptéticos multidominio como BAX y BAK. Estos
Gltimos incrementan la permeabilidad de la membrana exter-
na mitocondrial, liberando proteinas del espacio intermem-
brana como el citocromo C, que posteriormente se une a
Apaf-1, que es una proteina citosolica adaptadora que recluta
y activa a caspasa-9, conformando el complejo multiproteico
[lamado apoptosoma y resultando en una cascada de activa-
cién de caspasas y muerte apoptdtica, 4781011

Actualmente se conoce que el incremento de la expre-
sibn de BAX y BAK en la mitocondria es capaz de activar
la muerte celular, y parecen ser activadas por miembros
BH3-only, por lo que las células carentes de BAX y BAK
son resistentes a la muerte celular inducida por miembros
BH3-only.#101

Se ha reportado que varias proteinas BH3-only acttian
especificamente sobre el reticulo endoplasmico (ER) para
inducir apoptosis, integrando el flujo de calcio (Ca?*) al
proceso de muerte celular; por ejemplo, PUMA es un par-
ticipante clave en la muerte celular inducida por P53 y
activa la apoptosis mediante la induccion de la liberacién
de calcio del ER. SPIKE es un homologo menos estudiado
que se localiza en el ER y regula la escision de Bap31 para
la activacion de la apoptosis mitocondrial. BIM media la
induccion de la muerte por estrés del ER, para lo cual es
necesaria su translocacion a la membrana reticular.”'°

Las proteinas encargadas de la liberacién del citocromo
C de la mitocondria, como BAK al ser situadas en el ER
inducen la apoptosis en respuesta especifica a miembros
BH3-only como BIM y PUMA, tal y como lo demostraron
Kleey cols., verificando la participacion que tiene no sélo
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el ER, sino la liberacion de calcio de este organelo en res-
puesta a senales de estrés reticular al mecanismo apoptoti-
co. La evidencia acumulada revela que tanto BAX como
BAK se encuentran en menor proporcion en el ER y su
expresion en este organelo esta intimamente ligado al me-
tabolismo de la regulacion de calcio, lo anterior fue de-
mostrado con ratones doble knockout para fibroblastos
embrionicos (MEFs), los cuales carecen de ambas protei-
nas proapoptéticas multidominio y muestran bajos niveles
de Ca?* en el lumen reticular y por ende reduccion en la
respuesta apoptética, en mecanismos que utilizan el cal-
cio del ER para la muerte celular, como es el caso de las
proteinas BH3-only, tal como sucede con BIK que induce
la apoptosis utilizando mecanismos de oligomerizacion
reticular de BAK 'y liberacién de Ca?* del ER 7'°(Figura 2).

IMPORTANCIA DEL ER
EN LA APOPTOSIS INTRINSECA

El ER permite la acumulacién, almacenaje y liberacion
de Ca%* y posee mecanismos regulatorios que mantienen
un balance entre la captacion y la liberacion del cation.
Ademas, se tiene entendido que el ER es el primer paro
para los factores secretores, debido a que en ella se alojan
chaperonas que participan en el plegamiento y la madura-
cion de las proteinas. 712

Cuando la capacidad del ER para participar en la madura-
cion de las proteinas es comprometida se activa un mecanis-
mo sumamente conservado en respuesta a proteinas no ple-
gadas (unfolded protein response, UPR). La UPR detiene la
sintesis general de proteinas mediante la sobrerregulacién
de chaperonas residentes en el ER y otros componentes regu-
latorios de factores secretores. Sin embargo, si el dano es
fuerte y la homeostasis no puede ser restaurada, la UPR en
Gltima instancia activa la apoptosis. Este switch para el arresto
metabdlico proporciona una oportunidad para reparar la ca-
pacidad de plegamiento aportado por las chaperonas del ER,
y en caso de algun fallo, elimina el dano celular excesivo
mediante muerte celular con una funcion anéloga al estrés
genotoxico que activa la respuesta mediada por p53.”

Varias evidencias sugieren que la mitocondria es un com-
ponente importante de los factores apoptéticos inducidos
por el estrés al ER. Por un lado, los agentes causales de estrés
al ER causan liberacion del citocromo C de la mitocondria'y
pérdida de su potencial transmembranal. Kroemer y cols.
confirmaron la participacién de la mitocondria, ya que mos-
traron que el citomegalovirus codifica a inhibidores de la
apoptosis mitocondrial (mitocondrial inhibitor of apopto-
sis, vYMIA), los cuales son potentes inhibidores de la apopto-
sis activada por estrés del ER, que libera Ca?* como conse-
cuencia de senalizaciones de proteinas BH3-only. 781

« SOCIEDAD

IMPORTANCIA DE CA?**
EN LA APOPTOSIS INTRINSECA

El Ca?* es un segundo mensajero que puede ser liberado
desde compartimentos intracelulares, también puede di-
fundir desde el exterior celular a través de diferentes cana-
les en la membrana plasmatica. A través de diversas casca-
das de sefnalizacion regula funciones como la contraccion,
secrecion, transcripcion y fertilizacién, que a su vez estan
directamente relacionadas con el cancer, como la prolife-
racion, diferenciacion y apoptosis. 2

Existen diversos mecanismos por los cuales el Ca?* pue-
de entrar o salir de las células, dentro de los cuales hay
bombas como las Ca?*-ATPasas, que en general tienen la
funcién de captar y transportar el cation con alta afinidad
hacia el exterior de las membranas celulares, dicha fun-
cion es energizada por ATP. En ese rubro, Thastrup y cols.
observaron que la tapsigargina (Tg), un inhibidor de la Ca?*-
ATPasa del reticulo endo/sarcoplasmico (SERCA), eleva los
niveles basales de Ca%* por tiempo prolongado. 2

La SERCA esta encargada de la captacion de Ca?* por
parte del ER, esta ATPasa capta y transporta dos dtomos de
Ca?* por cada molécula de ATP hidrolizada, de ella se han
descrito y caracterizado tres isoformas, SERCA 1-3 cada
una localizada en distintos 6rganos. SERCA 2 est4 implica-
da en el mantenimiento de los niveles del Ca?* dentro del
ER, por lo que su inhibicion o disfuncién incrementa
el Ca?* intracelular debido al vaciamiento del ER al inhi-
bir la captura activa del catién, asi como problemas en la
sintesis y maduracion de proteinas, lo cual a su vez induce
apoptosis. 2

Por otro lado, la activacion de receptores en la membra-
na del ER, por ejemplo, los receptores de inositol 1,4,5-
trisfosfato (R-InsP3), induce la liberacion del Ca?* almace-
nado en este organelo intracelular, lo que genera la primera
fase de la senal de Ca**. Posteriormente ocurre el vacia-
miento del ER, disparando una senal a la membrana plas-
maética que activa los canales activados por el vaciamiento
de reservorios intracelulares (SOCs) con la consecuente en-
trada de Ca?* ala célula. Al activarse estos canales, no sélo
se enciende la exocitosis de Ca**, sino tambien la trascrip-
cion de genes y la proliferacion celular. En células de glan-
dula mamaria han sido implicados en la induccién de la
proliferacion, por lo que se han asociado al cancer de mama.'?

MECANISMOS
APOPTOTICOS DE BIK

La homeostasis es mantenida por el control y equilibrio
de proteinas pro y antiapoptoticas en cada uno de los tejidos
y células; ademas, forman dimeros entre si, bloqueando su
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funcionalidad en la superficie mitocondrial. Por lo que
cualquier clase de estimulo, ya sea dafio al DNA, lleva a
un incremento de miembros de las familias proapoptéticas
(BH3-only y multidominio), lo cual rompe el fino balance
entre ambas familias de proteinas, dando como resultado
la muerte celular. ®'

Como resultado de la disfuncion de organelos y la libe-
racion de citocromo ¢ de la mitocondria dependen de
moléculas proapoptoticas efectoras alojadas en la mem-
brana externa mitocondrial, que son BAX y BAK, las cua-
les, antes de ser inducidas para la muerte celular se
encuentran suprimidas por proteinas antiapoptéticas como
BCL-2 y BCL-XL, quienes mantienen la integridad del orga-
nelo. Cabe destacar que asi como estas proteinas antiapop-
toticas se alojan en la membrana externa mitocondrial, se
encuentran asociadas con la membrana ER y membrana
nuclear.®

De manera especifica, la proteina BH3-only BIK, una
proteina supresora de tumores, se presenta primordialmen-
te en la membrana del ER desde donde es capaz de inducir
la liberacién del citocromo C de la mitocondria, lo cual
parece ser un proceso independiente de una interaccién
directa entre BIK y la mitocondria, que no depende de
la traslocacién/insercion de BAX a la mitocondria, sino
de la regulacién de la liberacion del citocromo C desde su
localizacion en el ER. 458

Se ha demostrado que BIK desde el ER activa la remode-
lacién de las crestas mitocondriales a través de la proteina 1
relacionada con dinamina (DRP1), lo que genera la frag-
mentacién de la mitocondria y liberacion del citocromo C
al citosol."" Youle y cols. encontraron que el reclutamiento
y activacién de la proteina DRP1 en sitios discretos en la red
tubular mitocondrial contribuye a la salida del citocromo C
al citosol, direccionando a la célula a la apoptosis.™

DRP1 es una GTPasa que causa escisién de la membra-
na externa mitocondrial, resultando en la fision de tibulos
mitocondriales en fragmentos puntiformes. El reclutamiento
de DRP1 a la mitocondria y la subsiguiente fision mito-
condrial pueden ser inducidas por la liberacion de Ca?*
desde los almacenes del ER, lo cual a su vez puede ser
iniciado por la escision de la caspasa-8 de BAP31, una
proteina integral de la membrana del ER. Esos eventos ini-
ciados por y dependientes del Ca?* y DRP1 por el rompi-
miento del producto p20 de BAP31 cooperan con otros
factores iniciados por la caspasa-8, generando una notable
conversion de BID enddgeno a su conformacién activa,
tBID para potencializar la liberacion del citocromo C al
citosol.™

Se han realizados estudios bioquimicos sobre los facto-
res que estimulan la liberacion del citocromo C en mito-
condrias aisladas. El tratamiento de las mitocondrias in

vitro con tBID recombinante resulta en la apertura de las
crestas y la movilizacion de los almacenes de citocromo C
que se encuentran entre las crestas, y que pueden ocasionar
la fuga del citocromo C del organelo por mecanismos de-
pendientes de BAX y BAK. Ademas BIK puede cooperar
con otras proteinas BH3-only para activar esas modifica-
ciones en la mitocondria como puede ser NOXA para acti-
var a BAX por un mecanismo que es independiente de la
actividad enzimatica de DRP1. Debido que cuando se ex-
presan juntas BIK y NOXA causan una rapida liberacién
del citocromo C, y activacién de caspasas. Por ello, BIK ha
sido utilizado como una molécula terapéutica en varios
tipos de canceres en el enfoque relacionado con la terapia
génica."

INDUCTORES DE BIK

Los antiestrégenos han mostrado que inducen la apop-
tosis en cancer de mama primarios, con receptor de estré-
genos positivos (ER +) en pacientes posmenopausicas, como
se muestra en la linea celular MCF7, en las cuales la expre-
sion de proteinas antiapoptoticas de BCL-2 es potenciali-
zada por 17B-estradiol (E,) y suprimida por los antiestrége-
nos. En ese ambito se ha demostrado que la expresién de
BIK es fuertemente suprimida por E, (sobreexpresion de la
familia anti-apoptotica de BCL-2) en lineas celulares MCF7,
debido a que BIK se une directamente a BCL-2 0o BCL-XL a
través de su dominio BH3 inactivando sus funciones antia-
poptoticas.® '

A su vez, parece estar relacionada con p53, ya que el
RNAm de BIK es inducible por doxorrubicina y radiacién y,
lo cual activa la sobreexpresion de la proteina supresora de
tumores p53 y su actividad de factor de trascripcion. De
igual modo, al suprimir la expresion de p53 mediante siR-
NA se observa una marcada disminucién del RNAm de
BIK en células MCF7 que, cabe mencionar, carecen de
caspasa 3, lo cual conlleva a plantear la teoria de que la
induccion del RNAm de BIK puede ser dependiente de p53. '3

Fulvestrant (antiestrogeno) también ha mostrado indu-
cir apoptosis en lineas celulares de MCF7, mediante una
potencializacion de la trascripcion de proteinas proapop-
toticas que activan caspasas; lo cual se confirma al utilizar
a z-VAD-fmk, que es un inhibidor de caspasas que previe-
nen la muerte celular por apoptosis, pero no por otras vias
de muerte celular. Cuando se induce la muerte celular con
fulvestrant, en cultivos de lineas celulares de cancer de
mama MCF?7 el indice de apoptosis se incrementa, lo cual
es suprimido completamente en presencia de z-VAD-fmk."3

Otro aspecto importante de BIK es su acumulacion sig-
nificativa, al ser expuesto aMG132, un inhibidor del pro-
teosoma de amplio espectro, lo cual sugiere fuertemente
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que la proteina BIK es activamente sintetizada en células
de cancer de mama, pero rapidamente degradadas por un
mecanismo dependiente del proteosoma, lo cual inhibe el
proceso apoptético natural de BIK, de hecho, en otras li-
neas celulares de cancer de mama, como ZR75-1, el RNAm
de BIK es expresado constitutivamente, pero las células
evaden la apoptosis mediante la degradacion de la protei-
na BIK, a través de mecanismos dependientes del proteo-
soma por lo que el uso de inhibidores del proteosoma,
conlleva a la apoptosis mediada por niveles elevados de la
proteina proapoptética BIK."

CONCLUSIONES

BIK es una proteina proapoptética perteneciente a la
familia de BCL-2 subclase BH3-only que tiene un papel
crucial en la iniciacién de las senales apoptoticas de la
via intrinseca. Tiene la capacidad de reconocer y acti-
var a otros miembros proapoptéticos multidominio y
BH3-only como BAX, PUMA o NOXA, favoreciendo
la liberacion de almacenes de calcio y citocromo C,
necesarios para la activacion del apoptosoma.

Sus funciones la han convertido en un blanco tera-
péutico indirecto importante, esto es, su sobreexpresion
como consecuencia de los tratamientos convencio-
nales ha sido reportada como un coadyuvante en el
tratamiento de distintos tipos de cancer. Pese a ello,
es uno de los miembros BH3-only menos estudiados,
por lo que su estudio podria resultar en alternativas
biotecnolégicas interesantes en el tratamiento de diversas
patologias.
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