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Resumen

La muerte celular es un proceso que estd estrechamente relacionado no s6lo con el desarrollo
fisiologico normal de los tejidos, sino también, con mecanismos de defensa frente a varios tipos de
enfermedades humanas. Este trabajo se centra principalmente en la apoptosis, un tipo de muerte
celular programada que participa en el desarrollo y la homeostasis de los organismos que forman
parte del reino animal. Se explicaran los mecanismos que intervienen en su regulacién, ademas de las
distintas moléculas responsables de la misma, como las caspasas, responsables del desmantelamiento
a nivel celular y las proteinas de la familia de Bcl-2, de cuyo equilibro depende el destino de la
célula. Un miembro destacado de la familia de proteinas de Bcl-2 es Mcl-1, una proteina
antiapoptotica clave en la regulacion de la apoptosis. Analizaremos como la alteracion de su
expresion se ha visto implicada en distintas patologias haciendo de Mcl-1 una prometedora diana

terapéutica para el desarrollo de futuros tratamientos farmacoldgicos.

Objetivos

El principal objetivo de este trabajo ha sido entender los mecanismos implicados en la regulacion de
la apoptosis con el fin de mostrar su magnitud y su relevancia en el mantenimiento de la homeostasis
de la célula. De forma paralela, este trabajo retine las evidencias que demuestran la participacion de
la apoptosis en distintas patologias, incidiendo especialmente en la proteina Mcl-1 como

protagonista.

Palabras clave: apoptosis, proteinas Bcl-2, Mcl-1, enfermedad.

Introduccién y Antecedentes
Segun la definicion del Comité de Nomenclatura Sobre Muerte Celular, NCCD, (Nomenclature
Committee on Cell Death) una célula se considera muerta cuando se dan uno o varios de los
siguientes criterios moleculares o morfolégicos:

1. lacélula ha perdido la integridad de su membrana plasmatica,

2. la célula, incluyendo su nucleo, ha sufrido fragmentacion completa, mostrando los

denominados cuerpos apoptéticos y/o,

3. los fragmentos de la célula han sido fagocitados por las células adyacentes.?
Durante afios, la muerte celular ha sido clasificada en funcion de criterios morfologicos, sin
embargo, son posibles varias clasificaciones atendiendo a criterios enzimologicos, aspectos

funcionales o caracteristicas inmunoldgicas?. Por ello, y debido a la discrepancia existente en la
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bibliografia, el NCCD publicé en 2011 una clasificacion funcional y bioquimica de los tipos de

muerte celular con el fin de unificar criterios (Tabla 1).

Nomenclatura Hallazgos bioguimicos Dependencia | Inhibidores
de caspasas
Anoikis Disminucion de EGFR. Inhibicion de Sobreexpresion de Bcl-2.
ERK1. Ausencia de B1-integrina. Administracion de Z-VAD-fmk.
Sobreexpresion de Bim. Activacion ++
de caspasa-3 (-6,-7).
Muerte celular Lipidacion de MAP1LC3. Inhibidores de VPS34.
asociada a autofagia Degradacion de SQSTM1/p62. -- Silenciamiento génico de AMBRAL,
ATG5, ATG7, ATG12 o BCNL1.
Apoptosis intrinseca | MOMP. Disipacion irreversible del Sobreexpresion de Bcl-2.
dependiente de Awm, ++ Administracion de Z-VAD-fmk.
caspasas
Apoptosis intrinseca | Liberacion de proteinas IMS. Sobreexpresion de Bcl-2
independiente de Inhibicidn de la cadena respiratoria. --
caspasas
Cornificacién Activacion de la transglutaminasa. Silenciamiento génico de la caspasa-
Activacion de la caspasa-14. + 14. Silenciamiento génico de TG1,
TG3 0 TG5.
Entosis Activacion de RHO. Activacion de Silenciamiento génico de la
ROCK1. -- metalotionina. Inhibidores
lisosomales.
Apoptosis extrinseca | Sefalizacion de receptores de Silenciamiento génico de la caspasa-9
por receptores de muerte. Activacion de caspasa-8 (- y -3- Silenciamiento génico de PP2A.
muerte 10). Protedlisis de Bid y MOMP (en ++ Administraciéon de Z-VAD-fmk.

células tipo Il). Activacion de
caspasa-3 ( -6,-7).

Apoptosis extrinseca | Sefializacion por receptores de Silenciamiento génico de la caspasa-9
por receptores de dependencia. Activacor de PP2A. ++ y -3. Silenciamiento génico de PP2A.
dependencia Activacion de DAPKZ1. Activacion Administracién de Z-VAD-fmk.

de caspasa-3 (-6,-7).

Catastrofe mitética Activacion de la caspasa-2. Inhibicion farmacoldgica o genética
Activacion de TP53 y TP73. Arresto - de la caspasa-2. Silenciamiento de
mitatico. TP53.

Necroptosis Sefializacidn por receptores de Administracién de necrostatinas.
muerte. Activacion de RIP1 y/o -- Silenciamiento génico de RIP1 y/o
RIP3. Inhibicién de caspasas. RIP3.

Netosis Inhibicidn de caspasas. Liberacion Inhibicidn de autofagia.
de NET. Activacion de NADPH -- Silenciamiento génico de PADA4.
oxidasa. Inhibicion de la NADPH oxidasa.

Partanatos Disipacion irreversible del Awm. Inhibicion farmacoldgica o génica de
Acumulacion de PAR mediada por AIF. Inhibicién de PARP1.

PARP1. Deplecion de NADH y --
ATP. Traslocacion nuclear de AlF y
union de AlF a PAR.

Pirotosis Activacion de caspasa-1y -8. Administracién de Z-YVAD-fmk.
Secreccidn de interleukina-1 e ++ Silenciamiento génico de caspasa-1.
interleukina-18.

Tabla 1. Clasificacion funcional basada en caracteristicas bioauimicas de los tinos de muerte celular?.

Abreviaturas: AlF, apoptosis inducing factor; AMBRA 1, autophagy/beclin-1 regulator 1; ATG, autophagia; BCN1, beclina 1; Awm,
potencial de la membrana mitocondrial; DAPK1, death-associated protein kinase 1; EGFR, epidermal growth factor receptor; ERK1,
extracelular-regulated kinase 1; IMS, espacio intermembrana; MAP1LC3, microtubule-associated protein 1 light chain 3; MOMP,

mitochondrial outer membrane permeabilization; NET, neutrophil extracellular trap; PAD4, peptidylarginine deiminase 4; PAR,
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poly(ADP-ribose); PARP1, poly(ADP-ribose) polymerase 1;PP2A, protein phosphatase 2A; RIP, ribosome inactivating protein;
ROCK1, RHO-associated coiled-coil containing protein kinase 1; SQSTM1, secuestrosoma 1; TG, transglutaminasa; TP, tumor
protein; VPS34, vacuolar protein sorting; Z-VAD-fmk, N-benzyloxycarbonil-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone; Z-YVAD-fmk, N-
benzyloxycarbonyl-Tyr-Val-Ala-Asp-DL-Asp-Fluoromethylketone;

No obstante, aunque los parametros bioquimicos presentan grandes ventajas sobre los morfologicos,
es importante aclarar que un Unico pardmetro no puede usarse como indicador absoluto de una
modalidad de muerte celular, ya que en ocasiones un mismo proceso molecular puede ser compartido
por més de un tipo de muerte. 2

En este trabajo analizaremos con detenimiento la apoptosis, una de las modalidades de muerte
celular mas estudiadas hasta el momento, con el fin de profundizar en su regulacion y en las

consecuencias derivadas de una alteracion en la misma.

1. Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que participa en el desarrollo y la homeostasis
de los organismos que forman parte del reino animal. Se caracteriza por la contraccion de las células,
la condensacion de la cromatina, la fragmentacion nuclear, la formacion de burbujas en la membrana
y finalmente la separacion de los componentes celulares en el interior de los cuerpos apoptoticos,

debido a la actividad proteolitica de las caspasas.

1.1. Caspasas

Las caspasas (cistein-aspartato-proteasas) son una familia altamente especifica de proteasas, que
fragmentan sus sustratos tras una secuencia peptidica (P4-P3-P2-P1) donde P1 es un residuo de
aspartato. Las caspasas que participan en la apoptosis pueden ser divididas en dos categorias:
caspasas iniciadoras y caspasas ejecutoras. Las caspasas iniciadoras o del grupo Il (caspasa-2,
caspasa-8, caspasa-9 y caspasa-10) inician la cascada de sefializacion en apoptosis y su activacion es
necesaria para la activacion de las caspasas ejecutoras o del grupo Il (caspasa-3, caspasa-6 y
caspasa-9). Las caspasas del grupo | son aquellas que participan en procesos de inflamacion.

Los sustratos de las caspasas iniciadoras son muy limitados, incluyéndose a si mismas, a las caspasas
ejecutoras y a BID, una proteina pro-apoptética perteneciente a la familia de BCL-2. Por el contrario,

se conocen cientos de sustratos de las caspasas ejecutoras.

Todas las caspasas cuentan con tres dominios: un prodominio y dos subunidades donde reside su
actividad catalitica (una mayor de aproximadamente 20kDa y una menor de 10kDa). Las caspasas

iniciadoras poseen ademas motivos reguladores en su prodominio, como el dominio DED (death
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effector domain), presente en las procaspasas -8, y -10, y el dominio CARD (caspase activation
recruitment domain), presente en las procaspasas-2 y -9.

Las caspasas iniciadoras circulan inactivas en forma de mondémeros y para su activacion es necesaria
su dimerizacién previa. En el caso de la caspasa-8, los dimeros se forman debido al reclutamiento de
estos a traves de la union de sus prodominios al adaptador FADD (FAS-associated death domain
protein). Finalmente, se produce la escision entre dominios para la estabilizacion de la caspasa-8
activada. En contraste, las caspasas ejecutoras circulan inactivas en forma de dimeros y tan solo es

necesaria la escision por parte de una caspasa iniciadora ya activa para su activacion 45,

1.2 Proteinas de la familia de Bcl-2

Ademaés de las caspasas, existe otra gran familia de proteinas protagonistas en el proceso de
apoptosis. Se trata de las proteinas de la familia Bcl-2, clave en la via intrinseca de activacion de la
apoptosis. Todos sus miembros contienen de uno a cuatro dominios de homologia con la proteina
Bcl-2 que se denominan BH1, BH2, BH3 y BH4 y se pueden subdividir en dos grandes grupos segun
tengan una funcién proapoptdtica o antiapoptética.® (Figura 1)

Aquellas con actividad antiapoptdtica (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2A1, Bcl-B) ejercen su
funcién por unioén directa a las proteinas proapoptéticas. Poseen en su mayoria los cuatro dominios
BH, formando los tres primeros una cavidad hidrofébica que permite su interaccion con proteinas
que solo tienen el dominio BH3 mientras que su extremo C-terminal facilita su insercion en la

membrana mitocondrial externa.

Las que poseen actividad proapoptotica se
dividen a su vez en proteinas multidominio o Anliagoptatic
efectoras (Bax, Bak, Bok) y las proteinas con Prospaptotic
un dominio BH3 (Bik, HRK, Bim, Bad, Bid,

Bid
PUMA, NOXA, BMF). La activacién de estas Proapoptotic  b2d ( - )
BH3-only I[;l:r)r(]:\ BH3
proteinas conducen a la permeabilizacién de la Biin

membrana mitocondrial externa (MOMP), y Figura 1. Estructura de las subfamilias de proteinas Bcl-2

The cell. 5e, Figura 17.6.

ademas, promueven la fragmentaciéon de este

organulo.” El ejemplo mas importante es el de las proteinas Bax y Bak, que en condiciones normales
se encuentran como monomeros inactivos, pero, tras su activacion, sufren cambios conformacionales
que les permiten oligomerizar y formar el poro mitocondrial desencadenando eventos claves en el

proceso de apoptosis.®



La activacion de Bax/Bak va a depender de su interaccion con proteinas antiapoptoticas de la familia
Bcl-2, proteinas proapoptoticas con un dominio BH3 o entre las propias Bax y Bak, existiendo
distintos modelos para explicar su mecanismo de accion:

e El modelo directo se basa en que las proteinas con un dominio BH3, Bid y Bim, son capaces
de inducir la activacion de Bax/Bak®, mientras que el resto de miembros de su grupo actian
desplazando a las activadoras de su union con las antiapoptéticas evitando asi la inhibicion de
Bax y Bak.

e EIl modelo indirecto propone que las proteinas con un dominio BH3 actdan desplazando la
interaccion de las antiapoptéticas'® con Bax/Bak permitiendo asi que la actividad basal de
estas dos permita el comienzo del proceso.

e El modelo mixto entiende a la membrana externa mitocondrial como una estructura con un
papel activo en el proceso. En este caso, las proteinas antiapoptéticas citoplasmaticas son
reclutadas a la membrana desde el citoplasma y alli inhiben tanto a las proteinas con un
dominio BH3 como Bax y Bak, evitando la apoptosis. Para invertir esta situacion las
proteinas con un dominio BH3 con papel sensibilizador desplazan estas interacciones
permitiendo que Bax sea reclutada desde el citosol y que ambas proteinas se activen y
oligomericen.

En lo que coinciden los tres modelos es en el hecho de que la especificidad se consigue por las
diferencias en la afinidad de las proteinas con un dominio BH3 por las proteinas antiapoptoticas.

Dada la importancia del proceso en el que participan estas moléculas, la regulacién de su activacién
es muy fina y actta en distintos niveles. Su expresion puede ser inducida por factores como son los
niveles de la proteina pro-apoptética p53 o el dafio en el DNAL 2 mientras que a nivel post-
traduccional algunas se activan por desfosforilacion, como es el caso de Bad®® o por proteolisis por

caspasas como en el caso de Bid 41°,

2. Apoptosis: Via intrinseca caspasa-dependiente y caspasa independiente

La muerte celular por apoptosis puede ser desencadenada por distintas condiciones que dan lugar a
estrés intracelular, incluyendo dafio en el ADN, estrés oxidativo, sobrecarga de Ca?* en el citosol,
excitotoxicidad y acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmatico, entre otras.
Aunque existe una gran variedad de estimulos, todos ellos convergen en la mitocondria como centro
de control. En las membranas mitocondriales se concentran tanto sefiales proapoptdticas como
sefiales antiapoptoticas, de forma que si son las primeras las que predominan, se produce la

permeabilizacion.



La permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria (MOMP), tiene lugar como
consecuencia del poro formado por los miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2, Bax y Bak. Es
entonces cuando el potencial de la membrana (Awm) mitocondrial se disipa, se paraliza la sintesis de
ATP y se liberan proteinas del espacio intermembrana al citosol, como el Citocromo ¢ (CYTC), AlF
(apoptosis inducing factor), la endonucleasa G (ENDOG), DIABLO/SMAC (direct IAP-binding
protein with low pl / second mitocondria-derived activator of caspases) y HTRA2 (high temperatura
requirement protein A2) (Figura 2). Ademas, la cadena respiratoria es inhibida, provocando la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que dan lugar a un circuito de
retroalimentacion de sefiales proapoptéticas. La apoptosis intrinseca provoca una catastrofe

bioenergética y metabolica resultante de multiples mecanismos.

De forma paralela, el Citocromo c participa junto con \K INTRACELLULAR STRESS _ %~
APAFl . . . f 1 ;0?007'5‘()\7"57"0‘30" °3R>4(J,g AGV\ M
(apoptosis protease-activating factor-1) vy rbogflj ov( @50‘ 100\/ D s
% D & B %
dATP en la formacion del apoptosoma, lo que provoca ‘"‘ -------------------------- e e Q—“%f- ~~~~~~ -
Av.| \ V MOMP // / e

la activacion de la caspasa-9, que a su vez, activa a la | free Q?) ﬁ\, {2 ™ /@f/

caspasa-3 a través de una cascada proteolitica. AIF y [ oo

ad v 89 %0 ¢ o @
2 cd®a < a0 ) 4"V q

chc DIABLO HTRA2 °AIF ENDOG

ENDOG se translocan al nudcleo, donde median la |Pe@eese? cccc ©can w050 ©0°  Bob”

™~ B"/ dATP // \ .
" | ) e
: ) TR o i
g

fragmentacion del ADN de forma independiente de las
caspasas, y SMAC/DIABLO y HTRA2 inhiben la

Cytoskeleton

funcion antiapoptética de distintos miembros de la e/ \ ;g;ggmgzﬁs's X ,
familia de las IAP (inhibitors of ApOptosiS) | srocaspases :'E 32 | EXCESSROS &mm
e e e ey , | ! RESPIRATORY CHAIN '(\
contrarrestando la inhibicion de las caspasas. Ademas, Caspaso3 &5 { INHIBITION
. -~ . . CASPASE-DEPENDENT CASPASE-INDEPENDENT
HTRAZ ejerce un efecto proteolitico independiente de APOPTOSIS : APOPTOSIS
caspasas debido a su actividad serin-proteasaZ. Figura 2. Apoptosis intrinseca.

3. Apoptosis: Via extrinseca

El término apoptosis extrinseca ha sido ampliamente usado para definir la muerte celular apoptotica
inducida por sefiales de estrés extracelular que son detectadas y propagadas por receptores
transmembrana especificos. Esta via es iniciada por la unién de un ligando de muerte, como el
ligando de Fas (FASL/CD95L), TNFa (tumor necrosis factor alpha) o TRAIL/Apo2L (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) a distintos receptores.

De forma alternativa, la via extrinseca es activada ademas por receptores de dependencia, los cuales,
solo ejercen su funcién letal cuando la concentracion de su ligando disminuye por debajo de ciertos

limites criticos. Es entonces cuando inducen la activacion de las caspasas, en particular de la
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caspasa-3. Estos receptores, como Patched y DCC, en ausencia de su ligando, parecen interactuar
con la proteina adaptadora citoplasmatica DRAL que ensambla un complejo que activa a las caspasa

9. Otro receptor de dependencia como UNC5B, responde a la falta de netrina-1 con el reclutamiento
de un complejo de sefializacion que incluye a la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y a la proteina
quinasa-1 asociada a muerte (DAPK-1). Estas interacciones multiproteicas conducirian a la
desfosforilacion de DAPK lo cual dispara el potencial proapoptético de esta proteina? (Figura 3).

La ruta de sefializacion prototipo que conduce a la apoptosis extrinseca es la protagonizada por el
ligando de Fas (FAS L). En ausencia de este ligando, las subunidades del receptor FAS se ensamblan
espontaneamente dando lugar a trimeros que se estabilizan después con la union de su ligando. Dicha
unién induce ademas cambios conformacionales en el receptor, que permiten el ensamblaje de un
complejo multiprotéico dinamico en su parte citosélica a través del dominio de muerte (DD, death
domain) del receptor.

Entre las proteinas reclutadas por el dominio de muerte se encuentran RIP1 (Receptor-interacting

protein 1), FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) y la procaspasa-8, entre otras. El

complejo supramolecular formado se denomina DISC

DEATH DEPENDENCE
RECEPTORS RECEPTORS
(death-inducing signaling complex) y constituye la &@/gm _— 8/
plataforma que regula la activacion de las caspasas-8 y -10. | .

En las células de tipo I, como son los linfocitos, la
activacion de las caspasas-8 y -10 es suficiente para activar
a las caspasas ejecutoras. Sin embargo, en las células de

tipo 1l, como son los hepatocitos y las células B del

7 - . . s . . Procaspa;;es >®
pancreas, es necesaria la participacion de las mitocondrias 10 .
- - . - . . Caspaso-sgy_,glg"‘_)c‘M)S(Mb
para inducir apoptosis. Las caspasas iniciadoras activan a la ¢10) i E ) =
| Caspase-9 ||
proteina de la familia de BCL-2, BID, mediante proteolisis VX vX

. . EFFECTOR CASPASES (e.g., caspase-3, -6 and -7)
permitiendo que la proteina truncada tBID active a U
v v

BAX/BAK, dando lugar a la permeabilizacion de la APOPTOSIS

membrana externa de la mitocondria (MOMP) que conecta | Figura3.Apoptosis extrinseca®

<=

la via intrinseca con la extrinseca. 2

Material y métodos

En este trabajo se ha realizado una revision bibliografica utilizando con principal motor de busqueda

PubMed, el cual permite el libre acceso a la base de datos de Medline que contiene citaciones y
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articulos de investigacion biomédica. La busqueda de articulos se ha llevado a cabo por lenguaje
libre, analizando ademas las referencias bibliograficas de articulos ya seleccionados con el fin de
rescatar otros estudios potencialmente relevantes para su inclusion. Se han aceptado los articulos
considerados mas destacados segun criterios cientificos sin importar el afio de publicacion, utilizando
como idioma el inglés por ser la lengua vehicular en el campo médico. Finalmente se obtuvieron
treinta y un articulos de referencia y se consulté ademas un manual de patologia general con el fin de

fijar conocimientos basicos.

Resultados y discusion

La apoptosis es un mecanismo esencial para entender multiples fendmenos bioldgicos fundamentales
como la embriogénesis, el recambio celular en tejidos formados por células intermitéticas (células
hematopoyéticas, cutaneas o células de la mucosa digestiva), la atrofia mamaria tras la lactancia o la
atrofia prostatica. La apoptosis desempefia un papel fundamental en la respuesta inmunoldgica e
inflamatoria, sin embargo, esta también implicada en procesos patologicos, ya sea por exceso 0 por
defecto. 1 De forma cléasica, las enfermedades en las que la apoptosis participa pueden dividirse en
dos grupos: aquellas en las que hay un incremento de la supervivencia celular (enfermedades
asociadas a una inhibicién de la apoptosis), y aquellas en las que tiene lugar un incremento de la
muerte celular (apoptosis hiperactiva). Dentro del grupo de las enfermedades asociadas a una
inhibicidn de la apoptosis se incluyen algunas neoplasias, enfermedades autoinmunes e infecciones
viricas. Por el contrario, determinadas enfermedades neurodegenerativas, hematolégicas, SIDA, asi
como enfermedades que cursan con isquemia, han sido relacionadas con un incremento de la

apoptosis. '

1. Proteinas de la familia Bcl-2 y enfermedad

Las proteinas de la familia Bcl-2 son los principales reguladores del proceso de apoptosis e incluyen
tanto miembros proapoptéticos (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, NOXA y PUMA) como antiapoptoticos
(Bcl-2, Bcel-xL, Mcl-1, Bcl-W y Al). El equilibrio entre los niveles relativos de estas proteinas
antagonicas es critico para el destino de la célula, de forma que cualquier mecanismo que lo altere,
puede dar lugar a las enfermedades anteriormente citadas. 8

La expresion de los genes de las proteinas Bax, Bak y Bad se oponen a la carcinogénesis, mientras
que la expresion de la proteina Bcl-2, puede promover el crecimiento celular cancerigeno mediante
el bloqueo de la apoptosis. Se ha observado una sobreexpresion de Bcl-2, en varios tipos de cancer,
incluyendo mama, colon, tiroides y endometrio. Distintos estudios han demostrado ademas, que la

expresion de Bcl-2 varia en funcién del grado de agresividad del tumor y de su diferenciacion. °
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Experimentos llevados a cabo con ratones deficientes (knockout) en Bim, han demostrado que Bim
es fundamental para la supervivencia de linfocitos, granulocitos y neuronas %, y que la deficiencia
de PUMA en cultivos de células mieloides, produce la resistencia de estas a los factores de
crecimiento que condicionan su correcto desarrollo. Tanto Bim como PUMA median la muerte
celular a traves de la inhibicion de los factores de crecimiento durante el desarrollo de las células T.
21 Otra de las proteinas clave para el destino de las células es Bcl-xL. Su déficit tiene como
consecuencia la letalidad del embrion a los 13 dias, debido a los fallos provocados en el desarrollo
neural y en los eritrocitos. En relacion a los megacariocitos, Bcl-xL desempefia las mismas funciones

que Mcl-1y por ello la pérdida de ambos, produce profundos efectos en este linaje. 2

2. Mcl-1

Mcl-1 (Myeloid cell leukaemia-1) es una proteina antiapoptdtica perteneciente a la familia de
proteinas Bcl-2 que fue identificada en 1993 en células mieloides en proceso de diferenciacion. Mcl-
1 se expresa ademas en mudltiples linajes celulares y se trata de un miembro clave de la familia Bcl-2
para el control de la apoptosis. 22 EI gen Mcl-1 en humanos se localiza en el cromosoma 1¢21 y
contiene tres exones. El corte y empalme alternativo da lugar a dos RNAm de Mcl-1. Uno de ellos
contiene los tres exones y el otro carece del exon 2 y codifican, respectivamente, a las isoformas

Mcl-1L y Mcl-1s. Mcl-1. contiene 350 residuos de aminoacidos, los dominios BH1, BH2 y BH3 y

un dominio C-terminal | Me-iaene-chomosome 1a2 e - Poly(A)
- BEB F 0
- o
transmembrana, mientras que Mcl-1s —{Ea—a— 3 °
contiene 271 aminoacidos y s6lo un
mRNAs -, __.
dominio BH3 8 (Figura 4). — —
(] 1 2] 3//]mn (A
Ambas isoformas contienen dos
Proteins Asp'27Asp 157
ATG Sp Sp STOP ATG STOP

dominios PEST en su extremo N-

terminal ricos en prolina (P), &cido &b ob
. . . Caspase cleavage of Mcl-1L at Asp'?’ . PEST H BH3 . BH1
glutamico (E), serina (S) y treonina I -
- e - ‘127/ 128 \ 350 D H DA
(T), una secuencia caracteristica de | =~ BN LH - 3 caspase cleavage sites

las proteinas que poseen una vida | Figura4. Estructura de Mcl-1.2

media corta (se estima que mcl-1

tiene una vida media de 2-3h) 2. El dominio transmembrana permite anclar Mcl-1. a distintas
membranas celulares, siendo la mas destacada la membrana externa mitocondrial.
Sorprendentemente, aunque Mcl-1,. y Mcl-1s proceden del corte y empalme alternativo de un mismo
gen, ambas desempefian funciones opuestas ya que Mcl-1. es una proteina antiapoptética y Mcl-1s
proapoptotica. 18
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Mcl-1 (Mcl-1. sera llamada asi en adelante) se localiza principalmente en la membrana externa
mitocondrial y promueve la supervivencia celular mediante la inhibicion de la liberacion del
Citocromo c desde el interior de la mitocondria, a través de la heterodimerizacion y consecuente
neutralizacion de Bak, un efector proapoptotico de la familia Bcl-2. Mcl-1 también interactia
selectivamente con las proteinas que sélo tienen el dominio BH3, Bim, 'Bim, Bik, PUMA y NOXA.
Como mecanismo de accion mas plausible para Mcl-1, se ha sugerido que ejerce su funcion
antiapoptotica mediante el secuestro de Bak en la membrana externa de la mitocondria, impidiendo
asi su oligomerizacion en esta. Sin embargo, cuando se reciben sefiales proapoptoéticas, Bik, NOXA,
y 'Bid pueden desplazar a Bak del heterodimero Mcl-1-Bak, permitiendo la oligomerizacion de este y
consecuentemente la salida de Citocromo c del interior de la mitocondria (modelo indirecto o de
desplazamiento).

Un mecanismo alternativo propone la union directa de las proteinas que sélo tienen el dominio BH3
(Bim, PUMA vy 'Bid) a Bak o Bax para activarlas, siempre que estas no estén unidas a proteinas
antiapoptéticas como Mcl-1. Debido a que Mcl-1 posee un domino transmembrana, es razonable que

actue preferentemente mediante el secuestro de Bak en la membrana mitocondrial. 8

La transcripcion de Mcl-1 esta inducida por distintos factores de crecimiento, incluyendo citoquinas
como IL-3, IL-5, IL-6, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) y factores de
crecimiento como EGF (epidermal growth factor) y VEGF (vascular endotelial growth factor). La
region promotora de Mcl-1 contiene sitios de union de factores de transcripcién como son los
distintos miembros de la familia STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), CRE
(cAMP responde elements) y NF-kB (Nuclear Factor Kappa B). 2 Mcl-1 contiene también
multiples sitios de fosforilacion en su regién PEST. La fosforilacién es una forma casi universal,
rapida y reversible modificacion de las proteinas que produce una importante influencia en su
comportamiento, localizacion, estructura, interacciones proteina-proteina, regulacién de otras
proteinas, funcion, y, como es el caso, en su estabilidad. La Thr'® puede ser fosforilada por ERK
(Extracellular Signal-regulated Kinase-1), lo que conlleva un incremento de la vida media de Mcl-1.
Por el contrario, GSK-3 (Glycogen synthase kinase 3) media la fosforilacion de la Ser**® produciendo
un incremento de la ubiquitinacion y degradacion de la proteina. La degradacion de Mcl-1 esta
principalmente mediada por el proteasoma a través de distintos mecanismos, como el anteriormente
citado, y el llevado a cabo por MULE (Mcl-1 Ubiquitin Ligase E3) que ubiquitina a Mcl-1 en cinco
residuos de lisina diferentes siendo este el principal mediador de su degradacion. 24 La region PEST
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127y Asp™’) que contribuyen a disminuir la

expresion de Mcl-1. No obstante, se sabe que el fragmento C-terminal resultante del corte de Asp*?’,

contiene ademas sitios de corte de caspasas (Asp

especialmente por la caspasa 3, es un potente promotor de la muerte celular. %

2.1 Mcl-1y enfermedad

Numerosos y diversos tipos de células han demostrado ser dependientes de Mcl-1 para su
supervivencia y desarrollo. Por ejemplo, Mcl-1 es la Unica proteina de entre los miembros
antiapoptoticos de la familia Bcl-2 esencial para el desarrollo embrionario. La delecion del gen de
Mcl-1 resulta letal durante la peri-implantacion en ratones, ya que el embrién muere a los 3,5 dias. %
25, 26

Mcl-1 es indispensable para la supervivencia de las células madre hematopoyéticas. 2> Las células
madre hematopoyéticas dan lugar a los linajes mieloides y linfoides, y se encargan de mantener su
poblacién en equilibrio, a través del balance entre la autorrenovacion y diferenciacion propia. La
apoptosis desempefia un papel clave en la regulacién de este balance. Durante la hematopoyesis la
proteina antiapoptotica Mcl-1 es fundamental, ya se trata de un factor de supervivencia necesario
para todos los linajes celulares tempranos y células precursoras. Sin embargo, la causa de este
requerimiento no se conoce por completo. 2

Mcl-1 esta relacionado con el desarrollo y mantenimiento de los linfocitos B y T. Un estudio del
2003 lo demuestra, ya que se pudo observar una importante disminucion en el nimero de linfocitos
B y T periféricos en aquellos ratones a los que se les elimind Mcl-1. La delecion de Mcl-1 durante
estadios tempranos de diferenciacion linfocitica incrementa la apoptosis y detiene el desarrollo de
células pro-B y de células T doble negativas. Por lo tanto, Mcl-1 es necesaria para garantizar el
desarrollo y el mantenimiento de la poblacion de linfocitos By T.

No obstante, los linfocitos no son las Unicas células de la sangre en cuya regulacién estd implicada
esta proteina. En los neutréfilos, la apoptosis tiene lugar de forma constitutiva, sin necesidad de
estimulacién externa, debido en parte a que se trata de células quiescentes. Carecen de quinasas
dependientes de ciclinas (CDK), enzimas responsables del correcto desarrollo del ciclo celular, pero
también carecen de otro de los miembros antiapoptoticos clave en la regulacion de la muerte celular,
Bcl-2. Por todo ello, los neutréfilos dependen de Mcl-1 para la prevencién de la apoptosis. Se ha
demostrado que la deplecion de Mcl-1 es suficiente para inducir la muerte de las células de la linea
U937. %7

En los lugares de infeccion o de tejido dafiado, la prolongacion de la esperanza de vida de los
neutrofilos es critica para una defensa efectiva del hospedador. La apoptosis y el aclaramientos de los

neutrofilos son puntos de control criticos para la resolucion de la respuesta inflamatoria y Mcl-1
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constituye una herramienta de respuesta rapida para ello. Enfermedades inflamatorias como la
enfermedad de Crohn y la sepsis severa presentan un incremento significativo de la expresion de
Mcl-1. 28

Otras de las células que participan en la respuesta inflamatoria y que estan reguladas por Mcl-1 son
los macrofagos. EI aumento de los niveles de la isoforma Mcl-1s ha sido identificada durante los
procesos infecciosos mediados por macrofagos y parece constituir un importante mecanismo que
condiciona la resolucion del proceso. Asi mismo, se ha sugerido que Mcl-1 es absolutamente
requerida para la supervivencia de estas células. 2°

Tambien se ha visto que Mcl-1 desempefia un importante papel en el desarrollo de céanceres
hematoldgicos. La desregulacion de la expresion de Mcl-1 condiciona el proceso de formacion de
linfomas.?® Asi, la sobreexpresion incrementa la incidencia de linfomas de células B en ratones. 2°
Ademas se ha demostrado que en el linfoma cutaneo de células T, asi como en el linfoma de las
células del manto, una mayor expresion de Mcl-1 estd relacionada con un alto grado de la
enfermedad o bien con fases tardias de la misma, sugiriendo que la desregulacion de la expresion de
Mcl-1, puede ser un factor diagndstico de la progresion del linfoma. 2°

La proteina Mcl-1 participa ademas en el desarrollo de mieloma multiple y distintos tipos de
leucemias. EI mieloma mdltiple se caracteriza por la acumulacion de células plasmaticas en la
médula dsea, siendo Mcl-1 la principal proteina antiapoptdtica que condiciona la supervivencia de
estas células. Se sabe también que lo hace a través de la ruta JAK/STAT y que tan solo su
sobreexpresion es suficiente para promover la proliferacion de las células del mieloma
independientemente de la IL-6, principal factor de supervivencia para las células plasmaticas. 2° En
relacion a las leucemias, tanto en las crénicas como en las agudas, asi como en las mieloides y
linfoides, Mcl-1 ha demostrado ser extremadamente importante para la supervivencia de las células.
24,25 En la leucemia linfoide crénica, caracterizada por la acumulaciéon de células B maduras y no
proliferativas, altos niveles de expresion de Mcl-1 estan ligados a una pobre respuesta al tratamiento

quimioterapico y un peor prondstico.

Mcl-1 esta sobreexpresado en humanos en otros tipos de cancer incluyendo colon, pulmén, ovario,
préstata, rifién, algunos del sistema nervioso central y melanoma. De hecho, estudios realizados en
secciones de parafina de nevus benigno, melanoma primario y melanoma metastasico mostraron un
incremento en la expresion de Mcl-1 correlacionada con la progresion del melanoma. Una
investigacion anterior llevada a cabo con veintiseis muestras de tumores de cabeza y cuello
notificaron un incremento del 92% en la expresion de Mcl-1.2* También ha sido demostrada la

relaciéon entre Mcl-1 y cancer de mama, ya que se han identificado lineas celulares dependientes de
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Mcl-1 para su supervivencia. 3 Mcl-1 esta sobreexpresado ademas en carcinoma hepatocelular y
adenocarcinoma pancreatico. Varios estudios comprobaron que el silenciamiento del gen en una
linea celular de cancer de pancreas tenia como consecuencia la disminucion de la viabilidad celular,
reduciéndose la formacion de colonias in vitro y el tamafio y peso del tumor en modelos de

xenoinjerto. %4

Recientemente se ha descubierto que Mcl-1 promueve el mantenimiento de la morfologia de la
mitocondria y su produccion energética. Ademas, dependiendo de la localizacion de Mcl-1 en la
mitocondria, esta desempefiara una funcion u otra. La actividad antiapoptética de Mcl-1 esta
restringida a su localizacion en la membrana externa de la mitocondria, mientras que su funcion
como elemento regulador de la fisiologia del organulo, requiere de su localizacion en la matriz. 22 Asi
pues, el balance Mcl-1. / Mcl-1s condiciona el correcto funcionamiento de la fusion-fision

mitrocondrial. 34

Como se puede observar, Mcl-1 es un factor antiapoptético esencial para el desarrollo y
diferenciacion de las células y su desregulacion, frecuentemente ocasiona diversas patologias y
resistencias hacia los tratamientos empleados. Sin embargo, la regulacion a la baja de esta proteina
en ocasiones resulta ser suficiente para desencadenar la apoptosis de las células cancerigenas,

sugiriendo que Mcl-1 puede ser una diana terapéutica potencial.

3. Mcl-1 como diana terapéutica

Los mecanismos que anulan la funcién antiapoptotica de Mcl-1 pueden ser divididos en dos
categorias: aquellos que disminuyen los niveles de Mcl-1 mediante la inhibicion de su expresién y/o
induccion de su degradacion; y aquellos que detienen la actividad antiapoptética de Mcl-1
interrumpiendo la interaccién Mcl-1-Bak. En los dltimos afios, se han probado distintas estrategias
terapéuticas sobre lineas celulares que sobreexpresan Mcl-1 y los efectos que se han obtenido se han
categorizado como especificos 0 no especificos. Los tratamientos no especificos principalmente
incluyen agentes quimioterapicos y se denominan asi debido a las consecuencias que su accién
provoca sobre un amplio rango de moléculas reguladoras. Por el contrario, los tratamientos

especificos incluyen nucleétidos antisentido (ASOs), RNAs de interferencia y BH3 miméticos. 8
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3. 1 Farmacos que disminuyen los niveles de Mcl-1

Existen multiples farmacos que, a pesar de no haber sido disefiados especificamente para actuar

sobre Mcl-1, su mecanismo de accién tiene como consecuencia la disminucién de los niveles de esta

proteina.

Inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKS).

a) Flavopiridol

El Flavopiridol es un flavonoide semisintético que actia como inhibidor de quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) compitiendo por el sitio activo de la enzima. Es capaz de
inhibir distintos tipos de CDKs para detener el ciclo celular y reducir los niveles de
transcripcion. No obstante, una de las consecuencias mas interesantes que tiene, es la
capacidad para disminuir los niveles de Mcl-1 en leucemia linfoide cronica. Estudios llevados
a cabo con células leucémicas, muestran ademas que el Flavopiridol interactia con
Vorinostat, un inhibidor de las histona-desacetilasas (HDAC), a través de la proteina Mcl-1.
Algo similar ocurre en cancer de mama, donde se ha demostrado que el tratamiento con
Flavopiridol mejora de forma sinérgica la actividad del inhibidor de EGFR/HERZ2,
Lapatinib, de una forma dependiente de Mcl-1. Sin embargo, la sobreexpresién de Mcl-1
induce la resistencia a esta combinacién. 24

b) Sorafenib

Sorafenib es un inhibidor multiquinasa que ha demostrado inducir la apoptosis en células
leucémicas a través de mecanismos que implican la disminucion de Mcl-1. Este hecho fue
hallado como consecuencia de la inhibicion de la traduccion que tiene lugar debido al estrés

que provoca el Sorafenib sobre el reticulo endoplasmético. 24

Inhibidores de la deubiquitinasa

a) WP1130

Como se indico anteriormente, Mcl-1 es degradada rapidamente via proteasoma. El blogueo
del proteasoma puede llevar a estabilizar los niveles de dicha proteina, pero existe una ruta
alternativa mediante la cual, la deubiquitinasa USP9X retira la ubiquitina de Mcl-1
impidiendo su degradacion. WP1130 es una pequefia molécula capaz de bloquear de forma
directa USP9X permitiendo asi que tenga lugar la degradacién de Mcl-1. WP1130 ha
demostrado disminuir los niveles de Mcl-1 en leucemia mieloide crénica, induciendo asi la

apoptosis de las células. 2
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3.2 Tratamiento con oligonucleotidos antisentido (ASO)

A pesar del hecho de que existen numerosos estudios que muestran los efectos del tratamiento con
oligonucleétidos antisentido para Mcl-1, tanto en células tumorales in vitro, como en modelos
animales in vivo, apenas existen referencias de efectividad clinica. Esto es debido a distintos
acontecimientos que derivan del uso de ASO en humanos. En nuestro organismo, los
oligonucledtidos antisentido, tienen una vida media extremadamente corta, lo que dificulta llegar a
niveles suficientes en sangre y que puedan llegar asi a su diana. Ademaés, las DNasas pueden
degradarlos provocando problemas de estabilidad. 2

3.3 BH3-miméticos
El concepto de BH3-miméticos ha sido una de las estrategias terapéuticas mas prometedoras en
relacion a la apoptosis. Como se ha mencionado, los efectos pro o antiapoptéticos en la célula
dependen en ultima instancia de las interacciones fisicas entre las proteinas de la familia de Bcl-2
antiapoptoticas y las proteinas que solo tienen el dominio BH3. Las proteinas antiapoptdticas tienen
un bolsillo hidrofébico formado por sus dominios BH1, BH2 y BH3 al que se unen las proteinas que
solo tienen el dominio BH3.
Basandose en este modelo de interaccion, han sido disefiadas pequefias moléculas con una estructura
similar a las proteinas que solo tienen el dominio BH3, capaces de unirse al bolsillo hidrofébico
anteriormente descrito. De esta forma, son capaces de bloquear la interaccion de las proteinas
antiapoptéticas con las proteinas proapoptdtica que sélo tienen el dominio BH3, inhibiendo su
funcion.
a) Obatoclax
Obatoclax es un BH3-mimético capaz de unirse a Mcl-1 e interrumpir la interaccion Mcl-1-
BAK en la membrana externa de la mitocondria. Distintos estudios han mostrado evidencias
de que este compuesto produce citotoxicidad en distintos tipos de cancer como el cancer de
pulmon y leucemias. Ademas, se comporta de forma sinérgica cuando se combina con otros
agentes quimioterapicos convencionales. 2*
b) Gossypol
Se trata de un aldehido polifendlico que procede de la semilla de algodon. Gossypol tiene una
potente actividad anticancerigena y es capaz de unirse a distintas proteinas antiapoptoticas,
incluyendo Mcl-1. Este compuesto ha demostrado su eficacia terapéutica en distintos tipos de
cancer incluyendo cancer de mama, préstata, colon y gliomas. Ademas, Gossypol es capaz de
inhibir el crecimiento de las células de carcinoma de las glandulas adrenales, carcinoma

medular tiroideo, carcinoma de ovario y carcinoma de endometrio. Sin embargo, debido a la
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reactividad que poseen los dos grupos aldehidos que tiene esta molécula, resulta dificil
alcanzar niveles 6ptimos de Gossypol en sangre. Por ello, se han disefiado derivados
sintéticos como el Apogossypol que muestra mas eficacia y menos toxicidad que su
predecesor. Actualmente existen muchos derivados de Gossypol con distintas afinidades por
las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2. 24

c) Sabutoclax (BI1-97C1)

Sabutoclax es un derivado de Apogossypol capaz de unirse a Bcl-2, Mcl-1, Mcl-X. y Bfl-1.
Induce la apoptosis en el linfoma de las células B, las cuales expresan altos niveles de Mcl-1

y resistencia a otros BH3-mimeéticos.

Conclusiones

La muerte celular por apoptosis ha demostrado ser una estrategia esencial para proteger el
equilibrio homeostatico de los seres vivos.

El conocimiento de los mecanismos implicados en la regulacién de la apoptosis ha avanzado
mucho en las Gltimas décadas, sin embargo, estos no se conocen por completo. Se hace
necesario por tanto, incentivar la investigacion en este campo debido a la relevancia que la
apoptosis supone.

La alteracion en la regulacion de la apoptosis esta presente en la etiopatogenia de muy
diversas enfermedades. El nexo de union entre las distintas enfermedades relacionadas con la
apoptosis es el desequilibrio entre la supervivencia de las células y su destruccion.

El destino de la célula depende del equilibrio entre los estimulos apoptéticos y los estimulos
antiapoptaticos que recibe. Conociendo cuéles son y como modificarlos, se podra controlar el
porvenir de la célula.

Se ha demostrado que Mcl-1 es una proteina cuya contribucién a la regulacion de la
supervivencia de la célula esté rapida y minuciosamente controlada a través de cambios en su
transcripcion, localizacion, estabilidad y habilidad para formar dimeros con homdlogos de la
familia de Bcl-2 y otras proteinas. Por ello, supone una prometedora diana terapéutica para el

tratamiento de enfermedades en las que se encuentra implicada.
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