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Resumen

La apoptosis es un programa de muerte celular finamente regulado, esencial en el mantenimiento de 1a homeostasis de los
tejidos ya que se encarga de eliminar aquellas células que no son necesarias o que son dafiinas para el organismo. Los
defectos en las vias de sefializacion apoptoticas promueven una proliferacion celular aberrante y una acumulacion de
defectos genéticos, lo que conlleva a la tumorigénesis y frecuentemente confiere a las células cancerosas resistencia a las
drogas quimioterapéuticas. Por tales motivos, la regulacion de la apoptosis es esencial para mantener el balance entre las
sefiales de supervivencia y muerte celular requeridas para prevenir una enfermedad. Son varias las vias de sefializacion que
regulan la induccion o inhibicion de la apoptosis, dentro de las principales proteinas reguladoras se encuentran miembros
de la familia BCL-2, proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) y la proteina c-FLIP. En esta revision se sefalan los
mecanismos por los cuales estas proteinas regulan la apoptosis, ademas de profundizar en las alteraciones que mas
frecuentemente se han observado en la inhibicion de las sefiales apoptdticas.
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Role of apoptosis in the antitumor immune response

Abstract

Apoptosis is a programmed cell death finely regulated, essential in the tissue homeostasis maintenance since it is in charge of
eliminating those unnecessary or harmful organism cells. The defects in the apoptotic signaling pathway promote the abnormal
cell proliferation and genetic defects accumulation, leading to tumorigenesis and frequently bestows resistance to the
chemotherapeutic drugs upon the cancerous cells. Due to these reasons, the apoptosis regulation is fundamental to maintain the
balance between survival signaling and cell death required for the prevention of diseases. Many signaling pathways regulate the
induction or inhibition of apoptosis, the main regulator proteins are the BCL-2, inhibitors of apoptosis (IAP) and the c-FLIP
protein. This review will point out the mechanisms by which these proteins regulate the apoptosis; moreover, provide further
explanations to the most frequently observed alterations in the inhibition of apoptotic signaling.
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Introduccién

Los principales mediadores de la respuesta inmune
encargados de la vigilancia antitumoral son los linfocitos T
CD8" y las células NK. Estas células citotoxicas presentan
ligandos en su superficie que se unen con receptores de muerte
anclados en las células alteradas, dafladas o no necesarias
para el organismo, induciéndolas a un proceso de muerte
celular conocido como apoptosis. Las células cancerigenas
utilizan la inhibicién de las vias apoptoéticas como un
mecanismo para evadir al sistema inmunologico y
proliferar."*’

La apoptosis es un proceso finamente regulado que juega
un papel crucial en el desarrollo y homeostasis de los tejidos.
El funcionamiento adecuado de las sefales apoptoticas es
fundamental en el mantenimiento del equilibrio entre la
supervivencia y la muerte celular.'

En respuesta a un dafio severo del ADN, como el que se
encuentra en lesiones precancerosas, la induccion de la
apoptosis puede servir para remover aquellas células
potencialmente peligrosas para el organismo, bloqueando el
desarrollo del cancer. Sin embargo, ya que la apoptosis actua
como una barrera a la tumorigénesis, las células tumorales
comunmente desarrollan alteraciones que resultan en seflales
apoptéticas dafiadas, lo cual facilita el desarrollo tumoral y la
metastasis.*’

La apoptosis se divide en tres etapas. La primera fase es la
iniciacion, en la que la célula recibe el estimulo que la conduce
ala muerte. La segunda fase es la de ejecuciéon, donde ocurre
la mayor parte de los cambios morfoldgicos y bioquimicos
caracteristicos de este tipo de muerte celular. La tercera fase es
la de eliminacion, donde los restos celulares son degradados
por macréfagos y células adyacentes. Durante la apoptosis la
célula experimenta una secuencia de cambios morfologicos
como son: condensacion nuclear y citoplasmatica,
encogimiento de la membrana plasmatica y formacion de
particulas cubiertas por membrana, llamados cuerpos
apoptdticos que contienen organelos intactos y porciones del
nucleo. En términos bioquimicos y fisiologicos, las
caracteristicas de una célula en apoptosis son generadas por
proteasas de cisteina, llamadas caspasas. Dentro de esta
familia de proteasas se encuentran las caspasas activadoras (8,
10, 9 y 2) y ejecutoras (3, 6, y 7).*” Una vez activadas, las
caspasas actuan sobre elementos del nucleo y citoesqueleto
como laminina A y fodrina, respectivamente, llevando a cabo
la activacion de enzimas que degradan el ADN y la
inactivacion de proteinas encargadas de reparar al mismo
(Figura 1).** Debido a que durante la apoptosis no se rompe la
membrana celular y no hay liberacién de sustancias al
citoplasma, no se induce un proceso inflamatorio.

Existen dos vias de activacion de las caspasas: la primera es
la via intrinseca o mediada por la mitocondria, se activa
mediante proteinas intracelulares en respuesta a diferentes
estimulos perjudiciales (dafio al ADN, radiacion UV vy flujo
alterado de calcio). Posterior al estimulo de muerte, la
proteina Bid es activada por caspasa-8, resultando en una
forma truncada (tBid). Esta proteina se une a la mitocondria,
activando Bax y Bak, que desestabilizan la integridad de la
membrana externa mitocondrial, liberando factores

Revista Médica MD|Volumen 2(4); abril - junio 2011

Papel de la apoptosis en la respuesta inmune antitumoral

apoptogénicos del espacio interior de la membrana al citosol
(citocromo C, factor inductor de apoptosis [AIF] y caspasa-9)
para formar el apoptosoma (citocromo C/Apaf-1/caspase-9),
que activa la caspasa-3. Finalmente, la activacion de las
caspasas ejecutoras provoca la destruccion celular mediante
enzimas que degradan el ADN y proteasas, destruyen
proteinas del citoesqueleto y de reparacion celular.

La segunda es la via extrinseca, inducida por receptores de
muerte celular. Los receptores de muerte incluyen un grupo
de proteinas de superficie celular que pertenecen a la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral
(TNF), que se expresan en las células diana. Son conocidos
como TNFRI1, CD95 (Fas, Apo-1), TRAIL-R1/DR4 y
TRAIL-R2/DRS5, que al ser activados por sus respectivos
ligandos (TNF-a, CD95L(FasL,ApolL) y TRAIL(Apo2L) se
oligomerizan dando lugar al reclutamiento de proteinas
adaptadoras, mayoritariamente a FADD, las cuales se
encargan de secuestrar a las formas inactivas de caspasa-8 y/o
caspasa-10, formando el llamado DISC (Death Inducing
Signaling Complex). E1 DISC facilita que estas pro-caspasas se
concentren y se activen junto a las caspasas ejecutoras
(caspasa-3,-6y-7) (Figura 1).*"

Cabe destacar que la desregulacion de las vias apoptoticas
no solamente favorece la formacion de tumores, sino también
provoca que las células cancerosas sean resistentes a los
agentes convencionales contra el cancer, ya que la
quimioterapia y la radioterapia activan la apoptosis de estas
células.”"

La célula cancerosa es capaz de inhibir su destrucciéon a
través de varios mecanismos, como la pérdida de receptores
de muerte en su membrana y la disminucién o incremento de
componentes de las vias apoptoticas. En particular, dentro de
los reguladores de la apoptosis mas criticos se encuentran
proteinas dela familia BCL-2, IAP yla proteina c-FLIP.’

Mecanismos de resistencia a la apoptosis

mediada por receptores de muerte

El receptor CD95 se ha encontrado anclado a la membrana
celular y en forma soluble (sCD95), la cual es una variante del
ARN mensajero generado por un empalme alternativo en la
que se pierde la regién que codifica para el dominio
transmembranal. Los niveles de sCD95 juegan un papel muy
importante en la regulacion de la apoptosis, ya que sus niveles
elevados se han asociado a un efecto inhibidor de la apoptosis,
lo cual se explica por la competencia entre la forma soluble y
la transmembranal por la unién con su ligando." Se han
determinado altos niveles de sSCD95 en suero de pacientes con
cancer de higado, mama, vejiga, rifién y melanoma.” En
cancer cérvico-uterino, sCD95 ha sido objeto de estudio, ya
que se ha encontrado elevado en suero de pacientes con este
tipo de padecimiento.”® Adicionalmente, se han descrito
mutaciones de CD95 en diversos tumores, 1o cual impide la
activacion de esta via en células tumorales.”” Estos
antecedentes sugieren que la resistencia a la apoptosis
mediada por CD95 contribuye a su escape inmunologico.””

TRAIL, otro de los miembros que activa la apoptosis
mediada por receptores de muerte, fue identificado a través de
su secuencia homologa con CD95L y TNF-a.”* La via de
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Figura 1. Esquematizacion de las vias apoptdticas intrinseca y extrinseca. La activacién de la via intrinseca da como resultado la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial, lo cual permite la liberacion de citocromo C y otros factores apoptogénicos de la mitocondria al citosol, dando lugar a la formacién del
apoptosoma, el cudl desencadena la activacion de la cascada apoptoética via caspasa-9. Las interacciones entre proteinas de la familia BCL-2 juegan un papel
critico en mediar la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y consecuentemente la apoptosis. Las proteinas BH3 (BIM, tBID y BAD) transmiten sefiales
pro-apoptoticas a través de la activacion de BAX o BAK; principales efectores de la via intrinseca. En contraste, las proteinas anti-apoptoticas como BCL-2
inhiben la apoptosis al bloquear la activacion de BAX/BAK. En la via extrinseca, la unidn de los receptores de muerte con sus respectivos ligandos induce el
reclutamiento de FADD y pro-caspasas, especificamente pro-caspasa-8 y -10, resultando en la formacion del DISC. Los niveles elevados de la caspasa-8 en el
DISC inducen su auto-activacion, dando lugar asi a la activacion de las caspasas efectoras, incluyendo caspasa-3 y la subsecuentemente muerte celular. La
activacion de la caspasa-8 puede también resultar en la activacion proteolitica de BID en tBID, lo cual sirve para trasmitir sefiales de muerte de la via extrinseca a
laviaintrinseca. Modificado de Platietal. Integr Biol2011;3:279-296

Regulacion de la apoptosis a través de la
familia de proteinas BCL-2

TRAIL se puede unir a 5 diferentes receptores. Sin embargo,
solo dos de ellos TRAIL-R1 (DR4) y TRAIL-R2 (DR5) son

capaces de transmitir una sefial apoptotica. TRAIL-R3 (LIT,
DcR1), TRAIL-R4 (TRUNDD, DcR2) y el receptor soluble
osteoprotegerina (OPG), son incapaces de inducir muerte y
son conocidos como “decoy receptors”.* La apoptosis
mediada por TRAIL también se ha observado alterada en
células cancerosas. La resistencia a TRAIL se lleva a cabo a
diferentes niveles de la via de sefalizacion, una de las
principales es la pérdida de funciéon de los receptores de
muerte DR4 y DR5, ya sea por mutaciones o por su ausencia
enla superficie membranal.”’

Las vias mediadas por CD95L y por TRAIL se han visto
afectadas por la sobreexpresion de la proteina c-FLIP, asi
como de proteinas anti-apoptoéticas de la familia de BCL-2 y
delas proteinas de la familia IAP****
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La familia de proteinas BCL-2 regula la permeabilizaciéon
de la membrana mitocondrial. Incluye reguladores pro y anti
apoptéticos de la via intrinseca. Cada miembro de la familia
BCL-2 contiene al menos uno de los cuatro dominios
conservados conocidos como BH (BCL-2 homology) (BH1-4).
Los miembros de esta familia estan clasificados en tres
subgrupos basados en su funciéon y en la composicion del
dominio BH, uno anti-apoptotico y dos pro-apoptéticos. Los
miembros anti-apoptoticos incluyen BCL-2, BCL-XL,
MCL1, BCL-W, Al y BCL-B, la mayoria de ellos posee los
cuatro dominios BH. Los miembros pro-apoptéticos estan
representados por BAX, BAK y BOK, los cuales comparten
secuencias similares a las proteinas anti-apoptoticas, a
excepcion de que carecen del dominio BH-4.

208



Garcia-Castro y cols.

Adicionalmente, existen miembros pro-apoptoticos que
contienen  exclusivamente el dominio BH-3, los cuales
incluyen BID, BIM, BAD, BMF, HRK, PUMA, NOXA y
BIK.SI,SZ

La funcién pro o anti apoptética depende de las
interacciones proteina-proteina entre los miembros de la
familia BCL-2. Las proteinas anti-apoptéticas inhiben la
apoptosis al secuestrar a los miembros pro-apoptoticos.
Recientemente se ha demostrado que BID, BIM y PUMA son
activadores directos de BAX y BAK.” Alteraciones en el
balance entre las proteinas pro y anti apoptoticas de la familia
de BCL-2 pueden hacer que la célula sea resistente a estimulos
apoptéticos y asi promover la supervivencia de células
cancerigenas. El incremento de la actividad funcional de las
proteinas anti-apoptoticas sobre las pro-apoptoticas puede
contribuir significativamente al desarrollo del cancer y su
progresiéon, permitiendo que las células escapen de la
apoptosis. En varios tipos de cancer ya se han observado tanto
una actividad suprimida de miembros apoptéticos, como una
sobreexpresion de miembros anti-apoptdticos.’

Se ha reportado que la sobreexpresion de BCL-2 inhibe la
apoptosis de células SHEP de neuroblastoma, LN-229 de
gioblastoma y MCF-7 de cancer de mama, ademas de inducir
un efecto protector en la supervivencia de estas células
tumorales en respuesta a un tratamiento con TRAIL. La
sobreexpresion de BCL-2 reduce el corte proteolitico de la
caspasa-8 y BID, ademas de bloquear el corte proteolitico en
sus subunidades activas de las caspasas-9, -7 y -3.
Adicionalmente, se ha observado que BCL-2 confiere
proteccion contra la apoptosis inducida por TRAIL en una
manera especifica del tipo celular.”

Regulacion de la apoptosis mediada por la

familia de proteinas IAP

La protedlisis inducida por la apoptosis es un proceso
irreversible, por lo que existe un control estricto de la
degradacién proteolitica mediada por las caspasas para
prevenir la destrucciéon inapropiada de la célula.** Este
proceso es controlado en gran parte por las proteinas
“Inhibidoras de Apoptosis”, que regulan negativamente la
apoptosis ya sea inhibiendo la actividad de las caspasas
ejecutoras o bloqueando las vias que activan a éstas. Los
miembros de la familia de proteinas IAP incluyen NAIP,
XIAP, cIAPI1, cIAP2, ILP2, livin, survivin y BRUCE, las
cuales contienen al menos un dominio BIR.*

Se ha demostrado que a través de éste dominio las proteinas
IAP se unen directamente a las caspasas y las inhiben.
Adicionalmente, las proteinas IAP poseen la funcion de
ubiquitina E3 ligasa, con lo cual pueden promover su
autoubiquitinizacidn, asi como la de proteinas con las cuales
interactiia directa o indirectamente a través de proteinas
adaptadoras. El miembro de ésta familia reconocido como el
que posee la actividad anti-apoptdtica mas potente es XIAP, el
cual inhibe a las caspasas ejecutoras, ademas de prevenir la
activacion de la caspasa-9.* Dentro de las alteraciones
observadas frecuentemente en numerosos tipos de cancer. Se
ha reportado una expresion elevada de las proteinas IAP, lo
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cual ha sido asociado a enfermedades avanzadas o a un
pronostico pobre.” De manera interesante, también se ha
reportado que algunas proteinas IAP modulan vias de
seflalizacion que activan a NF-kB, por lo que miembros de la
familia IAP han demostrado ser reguladores “clave” de vias
de sefializacién importantes para determinar si una célula
vive o muere.”

Regulacion de laapoptosis mediadapor c-FLIP

c-FLIP es una proteina que también puede ser reclutada en
el DISC y regula la activacion de la caspasa-8 en las vias
apoptdticas mediadas por receptores de muerte.” c-FLIP fue
caracterizada por inhibir potentemente la apoptosis mediada
por receptores de muerte.” A la fecha, tres isoformas de c-
FLIP han sido descritas: c-FLIPs, c-FLIPL y c-FLIPR. Las
tres isoformas mencionadas son reclutadas en el DISC por las
proteinas adaptadoras, lo cual conlleva mayoritariamente a
una disminucion en la apoptosis inducida por receptores de
muerte al bloquear la activaciéon de la caspasa-8. Existen
reportes donde se ha revelado que c-FLIPL posee una
funcionalidad dual, ya sea inhibiendo o activando a la
caspasa-8, lo cual se ha visto que es dependiente de varios
factores, entre ellos su nivel de expresion comparado con la
caspasa-8."

En células tumorales, c-FLIPL se ha reportado como un
regulador negativo de apoptosis, ya que se han encontrado
niveles elevados de esta proteina en melanoma, carcinoma
hepatocelular, pulmonar, endometrial, de colon, prostata y
ovario. Asi mismo, una sobreexpresion de c-FLIP ha sido
asociada con progresion de la enfermedad y un prondstico
pobre.**

Conclusiones

Las alteraciones en las sefiales apoptéticas son
caracteristicas de las células cancerosas que frecuentemente
estan ligadas al desarrollo y progresion del tumor, asi como a
laresistencia a diferentes tipos de tratamientos.

A la fecha ya se han elucidado algunos mecanismos por los
cuales una célula cancerosa se protege de la apoptosis,
también se han identificado diversas alteraciones que resultan
en una actividad aberrante de los reguladores clave de las vias
apoptéticas. Dentro de ellos se incluyen las proteinas de la
familia BCL-2, las IAP y c-FLIP. Estos conocimientos estan
permitiendo idear estrategias terapéuticas para reactivar la
apoptosis en las células cancerosas y convertirlas en terapias
anti-cancer que podran beneficiar significativamente al
paciente.

La gran diversidad de mecanismos involucrados en la
génesis de los tumores, necesita de mas esfuerzos en la
investigacion para identificar las alteraciones en las vias
apoptdticas de los diferentes tipos de cancer.
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