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pg: microgram, microgramo
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AIF: apoptosis inducing factor, factor inductor de apoptosis
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AMP: adenosine monophosphate, adenosin monofosfato

ANXA1: Annexin A, Anexina A1

Apaf-1: apoptotic protease activating factor 1, factor activador de proteasas apoptéticas
APP: amyloid precursor protein, proteina precursora amieloide

APS: ammonium persulfate, persulfato amoénico

ASK1: apoptosis signal-regulating kinase-1, quinasa 1 reguladora de la sefial apoptética
ATF6: activating transcription factor 6, factor 6 de activacién transcripcional

ATGX: autophagy-related gene X, gen relacionado con autofagia X

ATP: adenosine triphosphate, adenosina trifosfato

B

BAD: BCL-2-associated death promoter, Inductor de muerte asociado a BCL-2

Baf: bafilomycin A1, bafilomicina A1

BAK: BCL-2 homologous antagonist killer, asesino antagonista homoélogo de BCL-2
BAX: BCL-2-associated X protein, proteina X asociada a BCL-2

BCL-2: B-cell lymphoma 2, linfoma 2 de células B

BCL-W: B-cell lymphoma-W, linfoma W de células B

BCL-X.: B-cell lymphoma-extra large, proteina de linfoma de células B extra-grande



BFL1-A1: BCL-2-related protein A1, proteina A1 relacionada con BCL-2
BH: BCL-2 homology, dominio de homologia de las proteinas de la familia de BCL-2

BID: BH3-interacting domain death agonist, agonista letal que interacciona mediante

dominios BH3
BIM: BCL-2-like protein 11, BCL-2L11
BOK: BCL-2-related Ovarian Killer, asesino ovarico relacionado con la familia de BCL-2

BSA: bovine serum albumin, seroalbimina bovina

C

CARD: caspase recruitment domain, dominio de reclutamiento de caspasas
Cas9: CRISPR associated protein 9, proteina 9 asociada a CRISPR

c-FLIP: cellular FLICE inhibitory protein, inhibidor celular proteico de FLICE
CIP: calf-intestinal alkaline phosphatase, fosfatasa intestinal alcalina de ternero
cm: centimeter, centimetro

CMA: chaperone-mediated autophagy, autofagia mediada por chaperonas

co-IP: co-immunoprecipitation, co-inmunoprecitipacién

CrmA: cytokine response modifier A, modificador de respuesta de citoquinas A
CRT: calreticulin, calreticulina

CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, antigeno asociado a linfocitos T citotéxicos

D

dADP: deoxyadenosine diphosphate, desoxiadenosina difosfato

DAMPs: damage-associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a dafio
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole; 4',6-diamidino-2 fenilindol

dATP: deoxyadenosine triphosphate, desoxiadenosina trifosfato

DD: death domain, dominio de muerte

DED: dead effector domain, dominio efector de muerte

DFCP1: double FYVE-containing protein 1, proteina 1 que contiene un doble dominio FYVE
DISC: death-inducing signaling complex, complejo de sefializacién que induce la muerte

DKO: double knockout, doble mutante nulo



DMEM: Dulbecco's modified Eagle's médium, medio de Eagle modificado por Dulbecco
DMSO: dimethyl sulfoxide, dimetilsulféxido
DN: dominant negative, dominante negativo

DNA/cDNA: deoxyribonucleic acid/complementary DNA, acido desoxirribonucleico/DNA

complementario

DR-X: death receptor-X, receptor de muerte X

E

EAs: adverse effects, efectos adversos

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid, &cido etilendiaminotetraacético

EF1o: human elongation factor-1 a, factor 1 a de elongacién humano

E-GFP: enhanced green fluorescent protein, proteina verde fluorescente mejorada

elF5: eukaryotic translation initiation factor, factor iniciador de la traduccién eucariota
ER: endoplasmic reticulum, reticulo endoplasmico

ERLIN: endoplasmic reticulum lipid raft protein, proteina de balsas lipidica asociada a

reticulo endoplasmatico

F

FADD: Fas-associated protein with death domain, proteina asociada a Fas con dominio de

muerte

Fas/APO/CD95/DR2: tumor necrosis factor receptor superfamily member 6, miembro 6 de

la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral
FasL: Fas ligand, ligando de FAS

FDA: Food and Drug Administration, Administracién de Alimentos y Medicamentos de los

Estados Unidos

FIP200: focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD, proteina de 200 kDa
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IP3R: inositol 1,4,5-trisphosphate receptor, receptor inositol-1,4,5-trifosfato
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K
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M

M: molar, molar

MAMSs: mitochondria associated membranes, membranas asociadas a la mitocondria
MAPK: mitogen-activated protein kinase, proteina quinasa activada por mitégenos
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MEF: mouse embryonic fibroblasts, fibroblastos embrionarios de ratén

MEKK1: MEK kinase1, quinasa 1 de las MEKs



mg: milligrams, miligramos

MHC: major histocompatibility complex; complejo mayor de histocompatibilidad
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P2RX7: P2X purinoceptor 7, receptor purigénico 77 de la familia de receptores P2X
p35: apoptosis-preventing 35 kDa protein, proteina de anti-apoptoética de 35 kDa
p53: cellular tumor antigen p53, antigeno p53 de tumor celular
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| Introduccion

1. Introduccion a la muerte celular

El desarrollo y homeostasis de los organismos depende de un balance
entre la supervivencia y la muerte celular. En estado fisiol6gico, una célula
tiende a desarrollar respuestas de adaptacion y supervivencia, pero ante la
presencia de determinados factores la célula entra en dafio celular
irreversible. Es en ese momento cuando se produce la muerte celular. Fue
en 1842 cuando Carl Vogt sugirié por primera vez la existencia de eventos,
tales como la reabsorcioén, la destruccién o la desaparicién celular®. Sin duda,
estos conceptos fueron el preludio sobre lo que hoy en dia se conoce como

muerte celular.

La muerte celular se revela con alteraciones morfolégicas. Estos
morfotipos, junto con los mecanismos mediante los cuales se eliminan las
células muertas y sus fragmentos, han sido histéricamente empleados para

clasificar los distintos tipos de muerte celular.

En afios mas recientes, la clasificacibn en funciébn a cambios
morfolégicos se ha modificado y extendido tomando en cuenta factores
adicionales como el estimulo que induce el proceso de muerte y la
maquinaria de sefializacién involucrada. Considerando esto, en 2018 el
Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (Nomenclature Committee on
Cell Death, NCCD) propuso una nueva clasificacién basada en aspectos
moleculares?. Concretamente, en la actualidad se reconoce que la muerte

celular puede ser accidental o regulada.

Por definicién, la muerte celular accidental (Accidental Cell Death,
ACD) es una muerte instantanea de las células expuestas a graves agresiones
fisicas (altas presiones, temperaturas o fuerzas osmoéticas), quimicas
(variaciones extremas de pH) o mecanicas3. Estos efectos se identifican con
el proceso de necrosis. La muerte celular necroética es un proceso pasivo que
no requiere sintesis de proteinas y emplea una cantidad minima de energia.

Se caracteriza por el aumento del calcio intracelular (Ca?*), la disfuncién

29



Introduccion

mitocondrial, el aumento en las especies reactivas de oxigeno (Reactive

Oxygen Species, ROS) y la protedlisis inducida por calpainas y catepsinas.

No obstante, el proceso de ACD de una o varias células, puede dar

lugar a procesos de muerte celular regulada en células vecinass.

En contraste, la muerte celular regulada (Regulated Cell Death, RCD)
se define como un proceso activo que se inicia por sefiales moleculares
precisas que llevan a la célula a su muerte. La apoptosis es el tipo de muerte
celular regulada mas estudiada. Constituye un programa genético de
suicidio celular que opera como un mecanismo fisiol6gico programado para
el desarrollo o la renovacién de tejidos®. Se trata de un proceso necesario
para eliminar las células disfuncionales y excedentes celulares normales.
Esto es, en condiciones fisiologicas la apoptosis es crucial para la
embriogénesis, la homeostasis tisular, en el sistema hematopoyético, en la
defensa contra patégenos y en la eliminacion de linfocitos autorreactivos.
Su desregulacion puede provocar patologias como cancer, enfermedades
autoinmunes y degenerativas’. Estas formas completamente fisiol6gicas de

RCD son generalmente conocidas como muerte celular programada (PCD)>.

Por su parte, los cambios morfolégicos, bioquimicos y energéticos
juegan un papel fundamental en la apoptosis®. Luego, en este proceso, las
caracteristicas morfolégicas estan muy definidas y caracterizadas por lo que
se pueden utilizar como indicadores de activacién y cuantificacion de muerte
celular apoptoética®'°. La célula modifica su forma habitual; su superficie se
hace irregular y pierde el contacto con otras células que la rodean. El
volumen citoplasmatico disminuye por la pérdida de agua y la condensaciéon
de las proteinas y de la cromatina, asi como de la fragmentacién del DNA
(por accién de endonucleasas enddgenas, en fracciones denominados
oligonucleosomas). Aparecen protuberancias irregulares en la membrana
plasmatica (causadas por el desacoplamiento o separacién del citoesqueleto)
y la célula termina desintegrandose en cuerpos apoptoticos, rapidamente

fagocitados por células fagociticas y degradados por lisosomas (proceso
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conocido como eferocitosis) con el fin de prevenir la respuesta necrética
consecuente. Todo el proceso transcurre rapidamente, puede llegar a
completarse en unas horas y ocurre sin pérdida de material intracelular,

dafio secundario a las células adyacentes o reaccion inflamatoria en el tejido.

El proceso de apoptosis se regula por moléculas tanto anti-apoptéticas
como pro-apoptoticas. Estas se tienen que encontrar en una situacién de
equilibrio, cuando no existe esta consonancia, la célula sufre o no apoptosis,

dependiendo a favor de que factor se equilibre la balanza.

2. Maquinaria apoptética: procesos

moleculares basicos

2.1 Familia Bcl-2:

La familia BCL-2 (linfoma de células B2) de proteinas intracelulares
es el regulador central de la apoptosis. Sus miembros son los encargados de
arbitrar la induccién o la inhibicién de la muerte celular apoptética. En esta
familia nos encontramos con dos grandes grupos: proteinas pro-
supervivencia o anti-apoptéticas y las proteinas BCL-2 pro-apoptoéticas

(Figura 1).

-BCL-2 anti-apoptéticas: estructuralmente se caracterizan por tener 4
dominios homologos o dominios de homologia (BH1-4). Entre sus miembros
se encuentran: BCL-2, BCL-W, BCL-X;, MCL-1, BFL1-A1. Normalmente se
encuentran insertados en la membrana mitocondrial externa (Mitochondrial
Outer Membrane, OMM) o en la membrana del reticulo endoplasmico (RE) a
través de hélices hidrofébicas. Ejercen su funcion anti-apoptética inhibiendo
a los miembros pro-apoptéticos de la familia mediante su union directa. De

esta manera se encargan de mantener la integridad de la OMM.
Ademas, su funcién pro-supervivencia esta relacionada con:

1. Fomentar la regulacién de la homeostasis del calcio: regulando la

actividad de los canales de calcio. Existe evidencia de que las seflales
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de Ca** desencadenan la apoptosis en respuesta a una amplia variedad
de agentes y condiciones. Por el contrario, las sefiales de Ca?* también
pueden mediar en la supervivencia celular; BCL-2 interacciona con los
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) ubicados en el RE y

permite la salida de Ca?* desde los depdsitos de este organulo?2.
2. Intervenir en el metabolismo bioenergético.
3. Contribuir en la homeostasis de reduccién-oxidacién (REDOX).

El primer miembro de la familia que se identific6 fue BCL-2, la
oncoproteina activada a través de translocacion cromosémica en algunas
leucemias y en el linfoma de células B'>7. Se le considera el enlace entre la
apoptosis y el cancer a través de la inhibicién de la muerte celular tras su

translocacién del cromosoma 14 al cromosoma 18.

-BCL-2 pro-apoptéticas: A su vez se subdividen en dos grupos en funcién de

los dominios BH que posean, asi como de su funcién.
1. Multidominio o efectoras:

BOK, BAK y BAX son los Unicos miembros de la familia BCL-2 en
mamiferos capaces de formar poros a través de la OMM y posiblemente en
otras membranas intracelulares, por lo que se les considera mediadores
apoptéticos criticos. En concreto, el evento central que permite la iniciaciéon
de la apoptosis es la activacién de BAK y BAX en la OMM. Poseen un dominio
transmembrana conservado y tres dominios de homologia. Se localizan tanto
en las mitocondrias como en el RE (véase apartado 3.2 Apoptosis via
Intrinseca Reticular en Introduccién)'34, Concretamente, en las membranas
de estos organulos, anclandose a través de sus hélices hidrofébicas en sus
extremos C-terminal. También se ha documentado cierta translocacion de

estos miembros hacia el citosol?®s.

En cuanto a BOK, se ha propuesto que esta proteina BCL-2 contribuye
a la regulacién de la homeostasis del RE, como lo demuestra su localizacién

prominente en la membrana de este!® y la respuesta apoptética defectuosa
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de las células BOK”/- a algunos factores estresantes del RE!7. En cambio, se
ha determinado que las funciones fisiol6gicas de BOK pueden compensarse
con BAK o BAX. Sin embargo, también se ha demostrado recientemente que
BOK induce permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa
(Mitochondrial OQuter Membrane Permeabilization, MOMP) en ausencia de
BAK y BAX e independientemente de otros miembros de la familia BCL-218.
En particular, BOK parece ser constitutivamente activo y ser antagonizado
por una via de degradacion asociada a RE mas que por proteinas BCL-2 anti-
apoptéticas'®. Ademads, la proteina BOK también estda regulada por un
mecanismo que implica la unién a los IP3R, que al parecer limita su

degradacion proteosomal=©.
2. BH3-only o iniciadoras:

Estas a su vez se dividen en sensibilizadoras o activadoras directas.
Las primeras interaccionan Ginicamente con las BCL-2 anti-apoptoéticas e
impiden que estas secuestren a las efectoras (BAK y BAX). Entre ellas nos
encontramos con BAD y NOXA. En cambio, las BH3-only activadoras directas
(BIM, BID y PUMA) pueden interaccionar tanto con las proteinas BCL-2 anti-
apoptdticas como con las proteinas BCL-2 efectoras y promover asi cambios
conformacionales necesarios para inducir la oligomerizacién de BAK y BAX

y con ello MOMP con la liberacién de factores del espacio intermembrana.

Lo que se sabe actualmente es que BAK y BAX se activan en escenarios
concretos, y forman homodimeros o heterodimeros. Esto resulta en la
liberaciéon de las proteinas BH3-only o iniciadoras y promueve dimero por
dimero la oligomerizaciéon lo que conduce al ensamblaje de un poro que
altera la permeabilidad de la membrana mitocondrial y causa una profunda
reestructuracion y reorganizacién de la ultraestructura mitocondrial. En
linea con este modelo, recientemente se ha observado que BAX puede
conformar oligdmeros lineales o con forma de anillos o arcos que perforan
la OMM hasta la formacién de MOMP. El namero de poros formados en la

membrana dependera del nimero de dimeros de BAX reclutados. Sin
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embargo, el mecanismo concreto por el cual BAX se transloca a la
mitocondria y las proteinas pro-apoptéticas BCL-2 son activadas y liberadas
de los miembros anti-apoptéticos de la misma familia sigue generando
controversia, existiendo 3 modelos tedéricos no excluyentes que tratan de
explicarlo: modelo de activacién directa, modelo de activacién indirecta y

modelo unificado.

Por otro lado, tanto las proteinas BCL-2 anti-apoptoticas como las pro-
apoptéticas estan sujetas a una estricta regulacién transcripcional y
postraduccional, que implica la degradacién proteasémica, procesos de

fosforilacion y compartimentalizacion subcelular.

BCL-2

anti-apoptoticas BH4 BH3 BH1 BHZ TM
BCL-2 pro-apoptoticas

multidominio o efectoras His BH1 Heb ™
BCL-2 pro-apoptéticas BH3-only BH3 ™

o iniciadoras

Figura 1. Estructura en dominios de los miembros de la familia BCL-2. Se esquematiza las
diferencias estrucutrales ente los distintos tipos de proteinas BCL-2; familia establecida de
acuerdo con su homologia al compartir al menos uno de los cuatro dominios BH. Cabe

mencionar que no todas las proteinas BH3-only poseen regién transmembrana o TM.

2.2 Receptores de muerte y sus ligandos

La apoptosis puede inducirse mediante la activacién de receptores de
muerte. Estos receptores pertenecen a la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral (TNFR). Entre ellos se incluye Fas (CD95 o antigeno de
apoptosis 1)?!, TNFR1, DR4 (TRAILR1, del inglés TNF-related apoptosis-
inducing ligand 1 Receptor) y DR5 (TRAILR2). Los receptores de la familia
de TNF se encuentran fisiologicamente localizados en la superficie celular
como complejos oligoméricos pre-ensamblados y poseen dominios
extracelulares ricos en cisteina. Estos dominios permiten el reconocimiento

especifico de los distintos ligandos?2. Los receptores se activan por un grupo
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de ligandos estructuralmente relacionados entre si, y que pertenecen a la
familia de ligandos de TNF. Estos inician de manera caracteristica la
seflalizacién a través de la oligomerizaciéon del receptor que cuenta con un
dominio de muerte (Death Domain, DD) en la parte intracelular (C-
terminal), esencial para el reclutamiento de proteinas adaptadoras
especializadas. Por lo tanto, se puede decir que el dominio DD es el
responsable de la activacidon de la maquinaria apoptética intracelular?3. Un
ejemplo claro de este mecanismo de transactivacién se puede ver en el
receptor Fas, la uni6on de su ligando (Fas-ligand, FASL) induce su
trimerizacion. Este homotrimero es el encargado de reclutar al resto de
miembros de la cascada de seflalizacién. En concreto a las proteinas
adaptadoras FADD (del inglés, Fas receptor-associated death domain) que se
unen a los dominios DD. Mediante este sistema complejo de interacciones
proteina-proteina se transmite la sefial apoptoética al interior de la célula
(véase apartado 3.3 Apoptosis Extrinseca o via Recetor de muerte en

Introduccion).

2.3 Procesos moleculares:
Desde el punto de vista bioquimico, la apoptosis es un proceso
finamente regulado en el que participan una diversidad de moléculas y

cascadas de sefializacién.

Entre esta gran diversidad de moléculas involucradas se encuentran
numerosas enzimas como endonucleasas, hidrolasas y principalmente
proteasas, concretamente caspasas, existiendo asi pasos enzimaticos muy

limitantes.

En el modelo establecido a partir de los estudios sobre la
fragmentacion de DNA en la apoptosis inducida en los linfocitos del timo
durante su formacién, el DNA es fragmentado por tres endonucleasas de
nueva sintesis que actian sucesivamente. La primera rompe el DNA en
grandes fragmentos de 190000 a 240000 pares de bases (pb); la segunda

rompe estos fragmentos en otros mas pequefios de 30000 a 50000 pb; y la
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tercera rompe el DNA por las zonas de unién entre los nucleosomas y origina
los fragmentos apoptéticos mas tipicos, de 180-200 pb o multiplos de este

tamano?4.

Otras enzimas como las caspasas (cistein-aspartato-proteasas),
juegan un papel muy relevante en este programa de muerte celular. Se
tratan de una familia altamente especifica de proteasas, con actividad
proteolitica en cascada?>. Poseen un residuo de cisteina (C) en su sitio
catalitico, que media la fragmentacién de sus sustratos tras los residuos de
aspartato (Asp) en su extremo C-terminal. Estas se regulan de manera
postraduccional; se encuentran en forma de zimoégenos (precursor

enzimatico inactivo) o dimeros inactivos?®.

Las caspasas tipicamente tienen una estructura que consiste en 3

partes:

- Un prodominio en el extremo N-terminal: su longitud depende del
tipo de caspasa y puede estar formado por uno o dos dominios efectores de
muerte (Dead Effector Domain, DED) o un dominio de reclutamiento de
caspasas o CARD que consta de 6 o 7 hélices alfa antiparalelas, un ntcleo
hidrofébico y residuos cargados en la superficie. Del tipo de prodominio

depende la clasificacion y funcién de cada caspasa.

- Una subunidad grande (p20), que contiene el centro activo con

cisteina dentro de un motivo conservado QACXG.
- Una pequefia subunidad C-terminal (p10).

Las caspasas que participan en la apoptosis se ven involucradas en
diferentes puntos de la transduccién de sefiales apoptéticas y se dividen en
dos categorias, con una homologia estructural muy conservada; caspasas
iniciadoras (8, 9 y 10) y caspasas efectoras o ejecutoras (3, 6 y 7, siendo la
mas importante la 3). El paso de ejecuciéon final de la apoptosis parece

depender tnicamente de la caspasas efectoras. En particular la caspasa 3, al
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fragmentar un inhibidor de la enzima endonucleasa, activa esta y fragmenta

el DNA nucleosomal??.

Las caspasas iniciadoras y ejecutoras se activan proteoliticamente. La
digestién proteolitica es muy importante y hay que considerar que en
algunos casos la activacién no sé6lo se da por ruptura, como es el caso de la
activacion de la caspasa 7, sino también por dimerizacién?®. De hecho, uno
de los métodos mas utilizados para ver la activacion por caspasas es el
analisis por Western-blot para ver si se ha generado el fragmento

proteolitico definido.

Por otro lado, las caspasas iniciadoras requieren de interacciones
proteina-proteina, estas generalmente se van a asociar en unos complejos
moleculares que reciben diferentes nombres. En el caso de la caspasa 8
forma una estructura denominada DISC (Complejo de Sefalizacién que
Induce Muerte) y en el caso de la caspasa 9 la estructura que se forma es el
apoptosoma y requiere de otras moléculas como Apaf-129 (Factor 1 de
activacion de proteasas apoptoéticas) (véase apartado 3.4 Apaf 1-Apoptosoma

y su relacion con la activacion de la caspasa 9 en Introduccion).

En definitiva, ambos tipos de caspasas activan la apoptosis actuando
como proteasas sobre diferentes sustratos, moléculas susceptibles de ser
procesadas por las caspasas. Entre ellas nos encontramos: otras caspasas,
factores pro-apoptéticos (BID) y anti-apoptoéticos (c-FLIP, inhibidor celular
proteico de FLICE o caspasa 8, capaz de detener las sefiales de los receptores
de muerte)3°, proteinas quinasas o proteinas estructurales (las caspasas
pueden fragmentar el citoesqueleto y la matriz nuclear). También son
objetivo de las caspasas las proteinas implicadas en la transcripcidn,
replicacién y reparacion del DNA, los reguladores del ciclo celular (p21y
p27) y factores relacionados con enfermedad3' (ataxina-3 o la proteina

precursora amiloidea APP), entre otros sustratos.

De manera similar a la caspasas, la apoptosis es también promovida

por escisiones de las proteinas anti-apoptoéticas (BCL-2) mediadas por
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calpainas. Las calpainas constituyen una superfamilia de proteasas no
lisosomales dependientes de Ca?* con una cisteina en su sitio catalitico. Las
calpainas se encuentran en el citosol en forma inactiva. En respuesta a
incrementos en los niveles de Ca?* las calpainas se translocan a membranas

intracelulares y son activadas por un proceso de hidrolisis autocatalitico3233.

Ademas de enzimas, la apoptosis requiere la intervencién de otras
moléculas. Por ejemplo, el reconocimiento de los cuerpos apoptéticos por
parte de los fagocitos parece deberse a que éstos reconocen moléculas de
fosfatidil serina expuestas en la membrana de los cuerpos apoptoéticos. Este
reconocimiento también puede estar mediado por la interaccién de
glucoproteinas alteradas expuestas en la membrana de estos cuerpos a
través de los receptores de tipo selectina de la membrana de las células
fagociticas. Otras veces las células fagociticas segregan a la matriz
extracelular trombospondina y vitronectina, que se unen a la membrana de
los cuerpos apoptéticos y a ellas se unen, a su vez, receptores del tipo

integrina, presentes en la superficie de las células fagociticas4.

2.4 Apaf-1, apoptosoma y su relacidon con la activacion

de la caspasa 9:

En el escenario apoptoético, cuando la mitocondria se dafia se disipa el
potencial de membrana mitocondrial y se produce la permeabilizacién total
de la OMM. Esto conlleva a la liberacion de proteinas desde la mitocondria
al citosol, entre las que nos encontramos con el citocromo c, transportador
electronico fundamental para el funcionamiento de la cadena respiratoria
mitocondrial. Este una vez en el citosol ejerce un papel como cofactor
uniéndose a la proteina Apaf-134. Apaf-1 se estructura en tres dominios: un
dominio N-terminal de unién a caspasa (Caspase Recruiting Domain, CARD),
un dominio central de uniéon a nucleétidos y un dominio C-terminal que
contiene de 12 a 13 motivos WD4035. Antes de la liberacién del citocromo ¢
de la mitocondria, Apaf-1 permanece en forma inactiva o cerrada en la que

el dominio WD40 bloquea al dominio CARD como mecanismo de
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autorregulacién negativa3®. Tras la llegada del citocromo c al citosol, este
induce un cambio conformacional en Apaf-1 a una conformacién abierta
desenmascarando el dominio CARD y provocando la oligomerizacién de
Apaf-137. De esta manera se forma un complejo llamado apoptosoma,
encargado de activar la caspasa 9. La adenosina trifosfato (ATP) y la
desoxiadenosina trifosfato (dATP) son requeridas para la formacion de este
complejo. La unién de citocromo c al Apaf-1 monomérico induce la hidrélisis
de dATP hacia dADP, lo que aporta un cambio dinamico para el ensamblaje
del apoptosoma. Esta hidroélisis pude ser regulada por otros factores
celulares, como los factores intercambiadores de nucleétidos y/o proteinas

activadoras de ATPasa>?9.

Por su parte, el mecanismo de activacion de la procaspasa 9 (pc9) es
complejo pero el primer corte proteolitico que sufre pc9 se realiza
autocataliticamente en Asp315 para dar lugar a una subunidad mayor de 35
kDa y una menor de 12 kDa. Como caspasa activadora, la caspasa 9 activada
tiene como sustrato la protedlisis del zimégeno de la caspasa 3 para dar

lugar a la caspasa 3 activada38-4°,

2.5 Otros factores:

También se han identificado otras proteinas, complejos de proteinas,
citoquinas o interleuquinas y hormonas que intervienen en la regulacién de
la apoptosis, tanto induciendo como inhibiendo el proceso. Previniendo asi,

la activacién accidental de este.

Entre los factores de supervivencia nos encontramos la interleuquina
3 (IL-3)4%, el SCF42 (de sus siglas en inglés, Stem Cell Factor) y el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1)43. Estos se unen a su receptor
y actdan por la via de las quinasas de fosfatidil inositol trifosfato, PDK1
(piruvato deshidrogenasa quinasa 1) y quinasa B (AKT1). La funcidén de esta
ultima es doble: en primer lugar, fosforila e inactiva la proteina BAD
suprimiendo la apoptosis; pues cuando BAD no esta fosforilado es activo y

promueve la apoptosis inhibiendo a la proteina anti-apoptética BCL-2 al
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unirse a ella. Esto es, la proteina BCL-2 de la membrana mitocondrial y
algunos otros miembros de esta familia como BCL-X;, inhiben la apoptosis
al impedir la salida del citocromo c e inactivar el factor Apaf-1. Sin embargo,
otros miembros de la misma familia, como BAD, BAK y BAX, promueven la
apoptosis. Los dos ultimos la promueven al estimular la liberacién del
citocromo ¢, y BAD porque inactiva los miembros de la familia que son
inhibidores de la apoptosis. Y, en segundo lugar, AKT1 fosforila e inhibe
proteinas reguladoras de la familia Forkhead, las cuales codifican genes

cuyas proteinas promueven la apoptosis.

Igualmente, interviene la familia de inhibidores apoptéticos
intracelulares, denominada IAP. Estos actian inhibiendo procaspasas (para
impedir su activacién) o caspasas (para impedir su actividad) asi como,
promoviendo su eliminacién a través de la via proteosomal mediada por
ubiquitinacién. En mamiferos, las caspasa 3, 7 y 9 son objeto de inhibicién

por IAPs#4,

Otro regulador negativo de la maquinaria apoptotica es c-FLIP;
encargado de inhibir la apoptosis inducida por la familia de receptores de
muerte, incluyendo CD95, TRAILR1, TRAILR2 y TNFR145. El gen c-FLIP se
encuentra en el cromosoma 2 en la regién q33-34, en un grupo de 200 kb
junto con la caspasa 8, lo que sugiere que c-FLIP proviene de un fenémeno
de duplicacién del gen de las caspasa 84°. Esto podria explicar la similitud

estructural entre ambos, con dos dominios DED en el extremo N-terminal.

Ademas, contribuyen como factores anti-apoptéticos los miembros de
la familia de proteinas 14-3-347, considerados reguladores clave en distintas
vias de transducciéon de seflales. En este proceso, la participacion de la
familia de proteinas 14-3-3 da lugar a una interconexién entre la via
apoptoética y la via de proteinas quinasas activadas por mitégenos o MAPK.
De tal manera que, sin la intervenciéon de 14-3-3, una vez activada la caspasa
3, esta escinde el dominio regulador N- terminal de MEKK1 (del inglés,

mitogen-activated protein kinase (MAPK) Extracellular signal-regulated
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Kinase Kinase) de su dominio catalitico y esto da lugar a la muerte celular.
En cambio, la unién de 14-3-3 al dominio N-terminal de MEKK1 inhibe la
protedlisis de este y por consiguiente la apoptosis. Por lo tanto, esta familia

de proteinas es otro de los reguladores negativos del proceso de apoptosis4®.

Como factores activadores tenemos a Smac/DIABLO (del inglés,
(Second Mitocondrial Activator of Caspasas / Direct IAP Binding protein with
Low isoelectric point) y la serina proteasa HtrA2 o Omi que promueven la
apoptosis inhibiendo a los IAPs495°. Otro miembro de la maquinaria
apoptética es el factor inductor de apoptosis o AIF (del inglés, Apoptosis
Inducing Factor), este se encuentra en el espacio intermembrana de la
mitocondria y tras la permeabilizacién de la membrana mitocondrial llega
al citosol y al nucleo y estimula la apoptosis a nivel nuclear causando
fragmentacion del DNA y condensacion de la cromatina,
independientemente de las caspasas y por tanto de la endonucleasa G,

sustrato de las caspasas.

Adicionalmente, el factor de transcripcion p53 también juega un papel
importante en la regulacion de la apoptosis. La expresion de BAD, BAK y BAX
puede ser promovida por la proteina p53, cuya produccién aumenta como
consecuencia del dafio al DNA. Asi, el p53, ademas de inhibir el ciclo celular,

induce la apoptosis>.

De manera similar, las especies reactivas de oxigeno se consideran
esenciales para la regulacion de la muerte celular. Los desequilibrios en las
reacciones redox celulares conllevan un aumento de los niveles de ROS que
puede desencadenar estrés oxidativo. Esto, a su vez, provoca disminucién
del potencial de membrana mitocondrial, lo que provoca la liberacién del

citocromo c al citosol y la sefializaciéon apoptética via mitocondrials2.
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3. Senalizacidén apoptotica
Principalmente, se han identificado tres vias, notoriamente
diferenciadas, que pueden conducir a apoptosis: via intrinseca mitocondrial,

via intrinseca reticular y via extrinseca?.

3.1 Intrinseca mitocondrial:

Cuando la célula sufre estrés o dafo por radiaciones, hipoxia, agentes
viricos o exceso de glucocorticoides, entre otros estimulos, todos ellos
independientes de receptor, la apoptosis puede activarse por una via

intracelular, la conocida via intrinseca mitocondrial.

El evento clave para la apoptosis intrinseca mitocondrial es la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externas3. De hecho, el
NCCD propone definir la apoptosis intrinseca como una forma de RCD
iniciada por perturbaciones del microambiente intracelular o extracelular,

demarcado por MOMP y precipitado por caspasas>4.

Como se ha visto anteriormente, la desregulaciéon del potencial de
membrana mitocondrial a su vez induce la liberaciéon de proteinas pro-
apoptoticas como el citocromo c. La salida de esta proteina al citosol y su
unién a Apaf-1 transforma la procaspasa 9 a su forma activa (caspasa 9) que,

a su vez, activa una cascada de caspasas que conducen a muerte celular.

Por su parte, MOMP esta regulada por la familia de proteinas BCL-2;
el punto de no retorno de la via intrinseca mitocondrial comienza con la
translocacion de BAX citosélico a la membrana mitocondrial, donde se
oligomeriza con BAK. El poro formado por BAK/BAX provoca la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial, permitiendo la liberacién
de proteinas solubles como el citocromo c y la posterior formaciéon del
apoptosoma que, como se ha explicado en numerosas ocasiones, conduce a

la activacion de caspasa 9 y caspasa 3 (Figura 2).
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Figura 2. Esquema simplificado sobre la implicacién de la activacién BAK y BAX que a su
vez inician MOMP y se produce la liberacién del citocromo c, la formacién del apoptosoma,

la activacién de caspasa 9 y el desencadenamiento de la cascada de activacién de caspasas

y con ello la muerte celular.

Adicionalmente, la caspasa 8 activada estimula la apoptosis a través
de dos cascadas paralelas: puede escindir y activar directamente la caspasa
3 0, alternativamente, puede escindir BID que pasa a su forma truncada tBID.
Esta se traslada a las mitocondrias y activa BAK y BAX que a su vez inician

MOMP.
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Es por esto por lo que a los miembros de la familia BCL-2 se les
atribuye funciones importantes en la integracién de multiples vias
apoptéticasss y, en concreto, a tBID se le considera el nexo de unién entre la

ruta intrinseca y la extrinseca5%57.

3.2 Intrinseca reticular:

El reticulo endoplasmatico es un organulo intracelular constituido por
un sistema complejo de membranas que estd involucrado en la sintesis y
modificacién postraduccional de proteinas, asi como en garantizar el

plegamiento y la translocacién de estas al citosol58.

Perturbaciones en la homeostasis del RE dan lugar a condiciones de
estrés reticular y pérdida de la funcionalidad del RE. Esto altera el
plegamiento proteico lo que da lugar a una acumulacién de proteinas mal
plegadas o desplegadas (UPs, del inglés Unfolding Proteins); consideradas
una amenaza para la vida celular>®. Para combatir estas perturbaciones que
dan lugar a condiciones de estrés reticular, las células activan una respuesta
intracelular conocida como respuesta a proteina desplegadas o UPR que
pretende reestablecer la homeostasis del RE28; lo que proporciona una sefial
de supervivencia celular. Por lo tanto, un fallo en el mecanismo UPR conlleva
asociada la muerte celular programada. Sin embargo, existe una maquinaria
de vigilancia acoplada a la respuesta UPR que garantiza la restauracién de
la funcionalidad del RE; los principales componentes de esta sefializacion
son el factor 6 de activacién transcripcional (ATF6), PERK (del inglés,
Protein Kinase RNA-like ER Kinase) y IRE1qa, (Inositol-Requiring Protein-1)
encargados de activar las rutas para la degradacion de las proteinas mal
plegadas, atenuando la traduccién de proteinas y aumentando la expresion
de chaperonas que permiten resolver el mal plegamiento de las proteinas.
En cambio, cuando estos mecanismos no son suficientes para restaurar la

homeostasis proteica, estas mismas rutas desencadenan la apoptosis.

En el caso del eje IRE1a en interaccion con el factor 2 asociado al

receptor TNF o TRAF2 (maquinaria de supervivencia a estrés reticular
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IRE10/TRAF2), en persistencia del estimulo que produce el estrés reticular,
inicia la activacién de la sefializacién apoptética-1 (ASK1) que ademas activa
la quinasa c-Jun-N-terminal (JNK). La activacién continua de la quinasa JNK
por la via IRE1a induce la transcripcién de genes pro-apoptéticos. Ademas,
la fosforilacién de BIM y BCL-2 por JNK provoca la activaciéon de BIM y la

inhibicion de BCL-2. En conclusion, se permite la muerte celular>9.

Ademas, se conoce que BAK y BAX se localizan en el RE e intervienen
en la regulacién del metabolismo del calcio’. En los dltimos afios, la
conservacion de la homeostasia del Ca?* del RE ha emergido como un
mecanismo critico para el mantenimiento de la funcion de este organulo. Es
mas, en condiciones de estrés celular se inhibe la actividad de la bomba de
calcio SERCA, o sarco/reticulo endoplasmico Ca?*-ATPasa, presente en la
membrana reticular, causando una deplecion de este ion en el RE; la
alteracion de las concentraciones de Ca?' reticular, como agente que
interfiere en la funci6én del RE, desencadena una respuesta de estrés
reticular que induce despolarizacion mitocondrial. Esto es, BAK reticular
activa una ruta de seflalizacion RE-mitocondria que induce liberacion de
citocromo c independientemente de la via intrinseca mitocondrial. Existen
sitios de contacto entre las mitocondrias y el RE que se conocen comUinmente
como membranas del RE asociadas a las mitocondrias o MAMs. En estas
membranas se regulan una gran cantidad de procesos celulares, entre los
que se encuentra la activacién de la cascada de muerte celular programada

0 apoptosis®3.

3.3 Extrinseca o via receptor de muerte:

Hace referencia a un tipo de muerte celular apoptética que se induce
en respuesta a sefiales procedentes del microambiente extracelular y, que
son detectadas y transmitidas al interior celular mediante receptores
transmembrana especificos®®. En este caso la apoptosis se activa después de
la unidén de ligandos de muerte, incluidos el ligando de Fas (FasL), el factor

de necrosis tumoral (TNF) o el ligando inductor de apoptosis relacionado
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con TNF (TRAIL) a sus receptores afines (véase en 2.2 Receptores de muerte

y sus ligandos en Introduccion)®%2,

Una de las sefiales mejor conocidas es la de la molécula FasL, que se
encuentra, por ejemplo, en la superficie de los linfocitos T citotoxicos y
células Natural Killer (NK)®3. Esta molécula se une al receptor Fas de la
superficie de la célula diana, por ejemplo, una célula tumoral. Al ser
estimulado, el Fas se une a las proteinas adaptadoras FADD que a su vez se
unen a una procaspasa y la activan a caspasa. Por su parte, cada caspasa
activa otra procaspasa a caspasa, y ésta a la siguiente, produciendo una

reaccién en cadena que causa la apoptosis®4 (Figura 3).

FAS-L
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caspasa 8 autocatalitica
activa de las
caspasas

Figura 3. Sinopsis grafica de la uni6n del receptor Fas a su ligando que promueve la unién
de proteinas adaptadoras al dominio de muerte de Fas. Esta estructura multiproteica
transduce sefiales de activacién de caspasas que culminan en la activacién autocatalitica de
la cadena de caspasas que conducen al fendmeno de muerte celular.

De una manera alternativa los linfocitos T citotoxicos y células NK
pueden segregar perforina que forma un poro en la célula diana, y proteasas
como la granzima B, que penetran por el poro y activan la cadena de

caspasas®3.
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Otro ligando es el TNF, que se une a un receptor de la misma familia,
el TNFR1; éste se une a unas proteinas activadoras llamadas TRADD (TNF
Receptor-Associated Death Domain), que, a su vez, se unen a las proteinas

FADD, continuando el proceso como en el caso anterior.

Concretamente, estas seflales se propagan a través de la uniéon de la
procaspasa 8 a las proteinas adaptadoras FADD para su activaciéon en
caspasa 8 y llevan a cabo su respuesta por caspasas ejecutoras,

principalmente a través de la caspasa 3.

Sin embargo, hay factores intracelulares capaces de unirse a los
TRADD de modo que éstas, en vez de activar las FADD, activen el factor de
transcripcion nuclear kB (NF-kB), cuyo efecto es inhibir la apoptosis
induciendo la expresion de genes pro-supervivencia incluyendo BCL-2 y c-

FLIP. Este ultimo puede inhibir directamente la activacién de caspasa 8.

4. Apoptosis en cancer

Una de las caracteristicas distintivas o hallmark de las células
cancerigenas es la resistencia a muerte celular o evasion del proceso de
apoptosis®. La pérdida del control apoptético permite que las células
cancerosas sobrevivan mas tiempo, 1o que implica mayor disposicion para la
acumulacion de mutaciones que a su vez pueden aumentar la invasividad
durante la progresién del tumor®®. Luego, se sabe que la apoptosis alterada
constituye un paso crucial en los procesos de tumorigénesis. Por lo tanto, la
habilidad de modular la vida o la muerte celular es reconocida por su
inmenso potencial terapéutico. De hecho, la mayoria de compuestos
farmacolégicos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para

regular la muerte celular estan dirigidos al tratamiento del cancer®’.

Normalmente, es la via intrinseca la que se inhibe en este tipo de
patologias, sin embargo, la apoptosis es un sistema de regulacién complejo
en el que intervienen numerosas moléculas y rutas de transduccion de

seflales, esto implica la existencia de una gran variedad de formas a través
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de las cuales las células tumorales pueden evadir la muerte celular
programada. Por tanto, cualquier molécula participe en la via de
seflalizacién apoptética puede ser considerada una posible diana

terapéutica®®.

Resulta usual que, en respuesta a diversas sefiales de dafio
intracelular, incluidas las provocadas por la terapia anticancerigena, la
decisiobn de la célula de sufrir apoptosis esté determinada por las
interacciones entre los miembros de la familia BCL-2. Por ejemplo, se sabe
que la expresion de la proteina anti-apoptética BCL-2 se encuentra en
niveles altos en el cancer pulmonar de células pequefias y que los inhibidores
de BCL-2, Venetoclax y Navitoclax, han sido eficaces para combatir este tipo

de cancer®9:7°,

Sin embargo, los agentes terapéuticos disefiados para la supresion
tumoral también pueden ir dirigidos contra los DRs, c-FLIP o contra la
proteina supresora de tumores p53. Agentes quimioterapéuticos que dafian
el DNA tales como cisplatino o metotrexato, afectan a la expresioén del
receptor de muerte Fas (DR2, CD95 o Apo1). Asi mismo, etop6sido, inhibidor
de la sintesis de DNA, también ejerce su accién a través de los receptores
DR4 y DR5, en ambos casos estimulando su expresién’“72, De manera
similar, se han disefiado distintas drogas enfocadas a la activaciéon de
caspasas, como Apoptin, agente inductor de la actividad de la caspasas
ejecutoras 3 y 7. En cuanto a la proteina p53, esta realiza su funcién
inductora de apoptosis activando o suprimiendo la transcripciéon de
proteinas de la familia BCL-2 pro-apoptéticas o anti-apoptoéticas,
respectivamente. Ademas, puede interaccionar directamente con BAX 1o que
conduce a la liberacién del citocromo ¢ via MOMP y ayuda a la induccién de
la apoptosis. Se ha reportado que mas de la mitad de las neoplasias
presentan mutaciones en el gen p53; lo que perjudica a su funcién
reparadora de DNA, reguladora del ciclo celular e inductora de la muerte

celular programada. En otros muchos tumores p53 no se encuentra mutado,
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pero si inactivado, con actividad reducida o con un aumento en su velocidad
de degradacion. Actualmente, se han identificado moléculas pequeiias
capaces de restaurar la funciéon salvaje (wild-type) de p53 en células
cancerigenas. Es el caso de la molécula Nutlins capaz de inhibir a la proteina
MDM2 (del inglés, Murine Doble Minute 2), regulador negativo de p5373. Se
conoce que MDM2 puede unirse a p53 e inhibir su capacidad de activar la
transcripcion génica, impidiendo asi la parada del ciclo celular dependiente
de ps3en la fase Giy anulando las propiedades anti-proliferativas y
apoptéticas de esta proteina5'. Al interrumpir la interaccién entre p53y
MDM2 mediante Nutlins, p53 es estabilizada recuperando su actividad

transcripcional.

En conclusion, un conocimiento profundo de las sefiales apoptéticas
contribuira a los medios de desarrollo farmacoldgico y terapéutico mediante
la identificacién de potenciales dianas terapéuticas en procesos patolégicos

que impliquen apoptosis.

5. Introduccidén a la autofagia

La autofagia se trata de un mecanismo, conservado evolutivamente en
eucariotas (de levaduras a humanos), de adaptacién a condiciones
microambientales adversas’4. Principalmente se le conoce como respuesta
al estrés celular dependiente de un suministro limitado de nutrientes. De
hecho, el término autofagia se deriva de las raices griegas "Auto" (uno
mismo) y "phagy" (comer). Este fenémeno de "auto-digestién" se encarga
de degradar proteinas, carbohidratos y lipidos para compensar las
necesidades energéticas en condiciones de ayuno, manteniendo asi la
funciéon y la supervivencia celular de manera individual al tiempo que

preserva la homeostasis del organismo.

En la mayoria de las células, la autofagia también ocurre en
condiciones fisiol6gicas a niveles basales, como via catabdlica de

degradacion y reciclaje, eliminando agregados de proteinas y organulos
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dafnados75. Ademas, también interviene en la diferenciacién celular, en la
remodelacién tisular y ha sido clasificada como muerte celular de tipo 2.
Aunque la autofagia es una estrategia de supervivencia celular, la muerte
celular autofagica se desencadena bajo condiciones irreversibles de estrés
celular, en las cuales la respuesta autofagica es exacerbada e insuficiente
para recobrar el escenario inicial. Es decir, en algunas circunstancias, las
proteinas de la maquinaria autofagica pueden promover la eliminacién
celular a través de una "auto-digestion" excesiva (la llamada muerte celular
autofagica o muerte celular de tipo 2) o inducir la activaciéon de otras vias

de muerte celular como la apoptosis?®.

Aunque inicialmente se consideraba un fenémeno integramente no
selectivo, en la actualidad se han descrito diversas formas de autofagia
especificas de cargo. Dichos cargos poseen sefiales especificas (por ejemplo,
marcas de ubiquitinacién), que son reconocidas por receptores
autofagicos”’. Las sefiales de degradacién y las moléculas que acttian en los

casos de autofagia selectiva son especificas para cada proceso en particular.

Dado que la autofagia desempefia un papel fundamental en distintos
procesos fisiolégicos como la inmunidad innata y adquirida, la supresion de
tumores, el envejecimiento y la muerte celular, no es sorprendente que la
disfuncion autofagica esté asociada con una amplia variedad de procesos
patolégicos entre los que se encuentran enfermedades metabdlicas,
trastornos neurodegenerativos, enfermedades infecciosas y cancer. Se
considera que la regulacién positiva de la autofagia puede ser beneficiosa
para el tratamiento de dichas patologias. Por esta razéon, se estan
desarrollando diferentes aproximaciones farmacolégicas que permitan
modular este proceso. Del mismo modo, la inhibicién de la autofagia como
estrategia para el tratamiento del cancer también esta siendo ampliamente
estudiada’®. En concreto, el uso de inhibidores de la formacién de fagosomas

(véase apartado 6. Maquinaria autofagica en Introduccién) han resultado
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efectivos en estudios preclinicos para sensibilizar a las células tumorales al

efecto de farmacos quimioterapéuticos””.

6. Maquinaria autofagica, ATGs: ATG16L1. Dominio

WD estructura y funcidn

La autofagia ha sido categorizada en tres grandes grupos:
macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas
(CMA)79. La macroautofagia es la mas estudiada y conocida; en lo sucesivo

denominada simplemente autofagia.

El campo de la investigacion en autofagia se ha desarrollado
rapidamente desde la primera descripcion del proceso en 1963 y la
identificacién de genes implicados en el proceso autofagico en 1993; ahora
conocidos como ATGs (genes relacionados con autofagia)®°. A partir de ese
momento, la investigacion realizada durante las tres dltimas décadas ha
proporcionado informacion detallada sobre la funcion de las proteinas ATGs
centrales; se considera que funcionan como seis complejos distintos: el
complejo quinasa ULK1, vesiculas ATG9, el complejo ATG14-PI3-quinasa, el
complejo ATG2-ATG18 (familia de proteinas WIPI en mamifero), el sistema

de conjugacién ATG12 y el sistema de conjugacién ATG88.

La autofagia implica el secuestro de componentes citoplasmicos
dentro de vesiculas intracelulares de doble membrana, el llamado
autofagosoma. Los autofagosomas son considerados compartimentos no
degradativos; se fusionan con lisosomas para generar autolisosomas, donde

la carga autofagica es degradada por hidrolasas acidas.

Las cascadas de transduccion de sefiales que operan en este proceso
de degradaciéon implican una serie secuencial de eventos en lo que la
magquinaria molecular actta de forma jerarquica, de tal manera que los ATGs
se pueden agrupar, segin sus pasos funcionales, en etapas clave de la via de

autofagia: induccién de la ruta, generacién del autofagosoma (iniciacién,
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nucleacion del fagéforo y elongacion del fagéforo), maduracién y fusion del

autofagosoma con los lisosomas®? (Figura 4).

En presencia de nutrientes, mTORC1 (del inglés, Mechanistic Target
Of Rapamycin Complex 1) suprime al complejo ULK1. Por eso, mTORC1 es
considerado como un potente inhibidor de autofagia en eucariotas, por el
contrario, aunque su inhibicién desencadena la induccién de autofagia, la
activacion de la ruta no siempre depende de este complejo. Tras la llegada
de los estimulos desencadenantes de la autofagia, el complejo ULK1 (incluye
ULK1, ATG13, FIP200 y ATG101) es activado y translocado a regiones del RE
positivas para PI3P y para proteinas de unién a PI3P, conocidas como
omegasomas®3. Esta localizacién se debe a que el fagéforo emana del
omegasoma®4 dado que el RE podria contribuir, como fuente de membrana,
a la formacién del fagéforo®2. Sin embargo, las Gltimas hipdtesis sefialan que
las membranas mitocondriales y plasmaticas también son fuentes

alternativas de membrana para la formacién del fagoforo.

A continuacion, el complejo PI3K de clase III (VPS34) es regulado por
el complejo ULK1 puesto que es atraido al fagéforo via ATG13. Este segundo
complejo esta comprendido principalmente por VPS34, Beclin 1 y ATG14.
Estudios recientes indican una fuerte colocalizacién entre autofagosomas
tempranos y marcadores PI3P (producto de la activad de VPS34)%4. En
presencia de nutrientes Beclin 1 se asocia a la proteina BCL-2. Ambas
proteinas se disocian tras la fosforilacion de BCL-2 por JNKi. En ese

momento Beclin 1 se asocia al complejo PI3K®5,

Seguidamente, PI3P se une a miembros de la familia de proteinas WIPI
(del inglés, WD-repeat protein Interacting with PhospholInositides) y a DFCP1
(del inglés, Double FYVE-Containing Protein 1), efectores autofagicos
cruciales para la maduraciéon del omegasoma y la sucesiva nucleacién y
formaciéon del fag6foro; las proteinas WIPI y DFCP1 participan en el
reclutamiento del sistema ATG12-ATG15-ATG16L1 durante la elongacion del

fagoforo. Por otra parte, la elongaciéon del fagoéforo se ve favorecida por la
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intervenciéon de ATG2 y la proteina transmembrana ATG9. Todo parece
indicar que ATGO se recluta en forma de vesiculas y colabora en el transporte
de lipidos y membranas para la elongacién del fagéforo®2.

El complejo ATG12-ATG15-ATG16L1 se asocia a la membrana del
fagoforo durante la elongacidon y el cierre de la membrana y se disocia una
vez se ha formado el autofagosoma. Paralelamente, el dominio C-terminal
de la proteina de cadena ligera 3 asociada a microtibulos, mayormente
conocida como LC3, se asocia con el fosfolipido fosfatiletanolamina (PE).
Esta ruta se inicia con el procesamiento de LC3 por la cistein proteasa ATG4,
exponiendo un residuo de glicina en el extremo C-terminal de LC3 (LC3 I).
En esta conjugacién, la actividad ligasa la proporciona ATG5-ATG12. El papel
de ATG16L1 es marcar el sitio de lipidacién de LC3. LC3 conjugado con PE
(LC3 II) es la forma asociada a membrana y se recluta tanto en la superficie

como en el interior del autofagosoma temprano.
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Figura 4. Esquema general de los miembros que conforman la maquinaria molecular

autoféagica, asi como del progreso de los eventos y etapas claves que se producen hasta la

formacién del autolisosoma.

La maduracion del autofagosoma y su fusion con el lisosoma requiere

de receptores SNAREs (receptores de proteinas de unién al factor sensible a
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la N-etilmaleimida o NSF; importante en los procesos de fusién de
membranas) que promueven la fusién entre autofagosomas y lisosomas,
dando lugar al autolisosoma; ultimo compartimento de la ruta. Tras la
fusion, la degradacién de la membrana lisosomal interna permite el
procesamiento de los cargos a través de distintas enzimas lisosomales que
hidrolizan proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos a pH acido74.

La autofagia puede ser monitorizada a través de dos aproximaciones;
la primera de ellas se basa en la observacién directa o indirecta de las
estructuras formadas a lo largo de este proceso. Por ejemplo, los
autolisosomas se pueden observar por microscopia electrénica (ME) o
utilizando marcadores fluorescentes lisosomales o para LC3 asociado a PE.
Por su parte, LC3 es el marcador autofagico mas utilizado; mientras la
mayoria de las proteinas ATG sOlo estan presentes en el autofagosoma de
manera transitoria, LC3 permanece en la membrana hasta su degradacion
en el autolisosoma®. Esto es, la cantidad de LC3 II refleja el nimero de
autofagosomas. En Western-blot, LC3 I y LC3 II presentan una movilidad
electroforética ligeramente diferente. En inmunofluorescencia, la forma LC3
I se encuentra soluble y difusa en el citoplasma, mientras que LC3 II
adquiere una disposicion punteada. En cambio, el andlisis estatico de
estructuras autofagicas en un momento determinado a menudo conduce a
interpretaciones inexactas. La segunda aproximacioén, para valorar el
proceso autofagico, se trata de la cuantificacién de las proteinas y organulos
que dependen de esta via para ser degradados®7-®8, Es el caso de la proteina
p62 que se localiza en el autofagosoma y es continuamente degradada por
autofagia, con lo que una disminucién en los niveles totales de p62 por
Western-blot indicarian una induccion del proceso autofagico. Asimismo, el
uso de inhibidores autofagicos como bafilomicina A1 son ttiles también para
evaluar el flujo autofagico®9.

A su vez, existen procesos de autofagia que no siguen la ruta
convencional. Por ejemplo, compuestos pro-apoptdticos como

estaurosporina y etopésido inducen autofagia de manera independiente de
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Beclin 1. Ademas, mientras que en la ruta autofagica convencional se han
establecido relativamente bien las funciones de la mayoria de las proteinas
ATGs, algunas de ellas también participan en otro tipo de actividades o
procesos que no estan relacionados con la autofagia canénica®°. A propdsito
de esto, considerando buscar conexiones entre los procesos de autofagia y
apoptosis, cabe mencionar que otra linea de investigacién del grupo se basa
en caracterizar y estudiar las diversas actividades alternativas
recientemente relacionadas con ATG16L1, componente de uno de los dos
sistemas que intervienen en la elongacién del fagéforo como responsable de
determinar el sitio de lipidacién de LC3. Ademas, se sabe que ATG16L1
incluye un dominio C-terminal formado por siete repeticiones de tipo WD40
(WDD) entre los aminoacidos 320-607 de la molécula®9 y cuya funciéon
molecular no se encuentra completamente caracterizada.

El hecho de que esta regiéon se encuentre ausente en Atgi6 de
levaduras indica que no es necesaria para las funciones basicas de la
autofagia en organismos unicelulares®2. Del mismo modo, en células de
mamiferos una versién de ATG16L1 que carece de las repeticiones WD40 es
capaz de llevar a cabo actividades autofagicas candnicas. Esto sugiere que la
mayoria de efectores autofagicos criticos que se unen a ATG16L1 reconocen
regiones distintas al dominio WD y que, por lo tanto, la funcién de las
repeticiones WD40 probablemente no esté relacionada con la autofagia
convencional. En cambio, este dominio interviene en actividades no
convencionales en las que LC3 lipidado se encuentra en localizaciones
subcelulares atipicas; no relacionadas con los autofagosomas canénicos de
doble membrana®°. De modo que el WDD de ATG16L1 ejerce de plataforma
de acoplamiento para moléculas que incluyen un motivo de aminoacidos
especificos9495 de reconocimiento a WDD, lo que activa las capacidades de
ATG16L1 para lipidar LC3 en estructuras de membrana tnica.

Recientemente, en el laboratorio se ha ampliado el conocimiento del
motivo de unién a WDD y se han identificado moléculas transmembrana que

albergan este motivo en su regién intracelular. Es el caso de la subunidad 3
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de receptor de interleuquina 10 (IL10RB) que, después de su activacion por
la uni6én de su ligando IL10, se une al WDD de ATG16L1 para facilitar la
endocitosis, el trafico temprano y la seflalizacién de los complejos IL10-
IL10R sin influir en su tasa de degradacién9°-96,

Estos resultados revelan un nuevo papel no convencional de ATG16L1
en la sefializaciéon de citoquinas que no conlleva un propésito degradativo,
contribuyendo asi a catalogar los roles fisiolégicos que ejercen las
actividades no convencionales de la maquinaria autofagica. En cualquier
caso, el domino WD40 no desempefa sus funciones aisladamente, siendo
imprescindible el concurso del dominio efector N-terminal de ATG16L19°.

De igual modo, y dado que la autofagia modula distintas respuestas
celulares®’, el dominio C-terminal de ATG16L1 podria tener un papel esencial
en las seflales de comunicacion e interseccién entre autofagia vy

apoptosis?®99,

7. Mitofagia

La mitocondria es un organulo esencial que regula la homeostasis
energética y la muerte celular. Esta ampliamente documentado que la
mitocondria juega un papel fundamental en la apoptosis (via intrinseca
mitocondrial); es el organulo central para el control de esta ruta ya que la
permeabilizacion de su membrana externa resulta en la liberacién de
proteinas pro-apoptéticas tales como citocromo ¢, SMAC/DIABLO o
endonucleasa G, que conducen, irrevocablemente, a la muerte celular.
(véase apartado 3.1 Apoptosis intrinseca mitrocondrial en Introduccion).

Por su parte, la eliminacion de las mitocondrias dafiadas a través de
mecanismos autofagicos se denomina mitofagia y es clave para el
mantenimiento adecuado de las funciones celulares'©? 0% 102,

La mitofagia requiere de dos pasos: la induccién de la autofagia
convencional y el marcaje de la mitocondria daflada para su reconocimiento
por parte de los mecanismos moleculares de la autofagia selectiva. Multiples

estudios sobre la mitofagia revelan que el primado mitocondrial para la
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degradacion autofagica de las mitocondrias es mediado por los factores de
la ruta PINK1-Parkin o por los receptores mitofagicos NIX/BNIP3L'©%103,

En la actualidad, existen cada vez mas evidencias de que la mitofagia
se encuentra significativamente alterada en distintas patologias humanas
como en el caso de las enfermedades neurodegenerativas, patologias
cardiovasculares y cancer?°4. Esto indica que la degradaciéon de mitocondrias
disfuncionales a través de mitofagia, es un proceso citoprotector que limita
tanto la produccibn de ROS como la liberacién de proteinas

intramitocondriales y la consiguiente apoptosis’s.

8. Conexiodn entre apoptosis y autofagia

Aunque la autofagia y la apoptosis constituyen procesos celulares
distintos con resultados a menudo opuestos, numerosos estudios han
mostrado que la red de proteinas que controlan las fases de iniciacion y
ejecucion de ambos mecanismos estidn fuertemente interconectadas®.
Existen diferentes escenarios para la interaccién entre la autofagia y la

apoptosis por lo que se considera que se trata de un ensamblaje multinivel.

Queda en evidencia que, la relaciéon funcional entre ambos procesos
es complicada; dependiendo de las circunstancias, la autofagia puede
constituir un mecanismo de adaptacion al estrés que evita la muerte celular
(suprime la apoptosis), mientras que en otros contextos, la autofagia puede
actuar como un proceso alternativo de muerte e incluso ambos procesos
pueden ser inducidos en respuesta a las mismas sefiales iniciadoras lo que
puede resultar en una combinacién de apoptosis y autofagia o suponer un
cambio de una respuesta a otra de forma mutuamente excluyente’5781°5, Por
lo tanto, delimitar el proceso de transicién entre autofagia y apoptosis es

una tarea compleja.

Las multiples maneras de conexiéon entre autofagia y apoptosis se
manifiestan en un continuo balance entre la vida y la muerte en respuesta a

seflales de estrés celular. Por lo tanto, perturbaciones que alteren la armonia
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de este equilibrio entre ambos procesos pueden estar asociadas con varias
patologias como enfermedades neurodegenerativas y cancer'°®, Esto explica
que en los ultimos afos se haya puesto especial énfasis en estudiar la
interconexién entre dichos procesos, concretamente en la identificacién de
interacciones proteina-proteina entre las proteinas de autofagia y apoptosis.
Tras estos estudios, se ha propuesto que la conexi6on entre la apoptosis y la
autofagia se produce a distintos niveles que pueden clasificarse en tres

paradigmas distintos:

8.1 Regulacidén de la apoptosis por proteinas especificas
de autofagia y viceversa:

Proteinas especificas del proceso autofagico han evolucionado para
regular la ruta apoptética interaccionando directamente con los
componentes moleculares de la maquinaria apoptética®1°51°6, Es decir, este
modelo propone una relacién fisica y funcional entre proteinas apoptoéticas

y proteinas especificas de la via catabodlica autofagica.

Entre los puntos de conexion mas conocidos se incluyen las
interacciones entre Beclin 1 y BCL-2/BCL-Xj, entre FADD y ATG5, escisiones
de proteinas relacionadas con la autofagia mediadas por caspasas y

calpainas3?, y degradacién via autofagia de caspasas'®’.

ATG5 y ATG12 son integrantes de uno de los complejos centrales que
intervienen en la autofagia. Ademas de su papel en la autofagia, se descubrié
que ATG5 y ATG12 tienen funciones clave en la iniciacion de la apoptosis en
respuesta a diversas sefiales de estrés. Sorprendentemente, en el ambito de
la apoptosis, son las formas no conjugadas de ATG12 y ATG5 las que
contribuyen en el proceso, 1o que plantea que su papel apoptético puede ser

independiente de su papel candnico en la autofagia®1°8,

En células apoptoéticas, ATG5 es cortado por calpainas. El fragmento
N-terminal resultante de ATG5 se traslada a la mitocondria donde media la

liberacién de citocromo c al interactuar con BCL-Xp!°9. Ademads, se ha
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demostrado que ATG5 interactia con FADD a través de su dominio DD; se ha
sugerido que la interaccién ATG5-FADD puede servir para regular la

apoptosis, y no para regular la autofagia''°.

También se ha identificado una funcién pro-apoptética por parte de
ATG12. Especificamente, se requiere ATG12 para la activaciéon de caspasas
en respuesta a una gran variedad de sefiales apoptéticas'!’. Inversamente,
las caspasas también regulan la autofagia. Gran variedad de proteinas
autofagicas (Beclin 1, VPS34, ATG3 y ATG4) han sido sefialadas como dianas
de la accién proteasa mediada por caspasas. Esta fragmentacién inactiva su
funcién autofagica. Una posible explicacidon para este fendmeno seria que
esta inhibicion de la autofagia anterior al proceso de apoptosis previene la
estimulaciéon de procesos contradictorios de pro-supervivencia y pro-
muerte. Entonces, son varias las proteinas de autofagia que se proteolizan
durante la apoptosis. No solo ATG5 sufre esto proceso, sino que también,
tras la induccién de apoptosis, Beclin 1 es proteolizada por caspasas en sitios
especificos. Su producto C-terminal se localiza predominantemente en
mitocondrias donde es capaz de inducir la liberacién del citocromo c''2113,
Los resultados de varios estudios sugieren que el equilibrio entre Beclin 1
fragmentado y Beclin 1 de longitud completa o sin fragmentar se refleja en
el balance entre la vida y la muerte celular. Solo Beclin 1 de longitud

completa puede inducir autofagia'°7.2,

Las similitudes entre los hallazgos de Beclin 1 y ATG5 son
sorprendentes. En ambos casos, la activacion de la apoptosis conduce a
escision especifica de estas proteinas autofagicas, que no sélo sirve para
suprimir la autofagia citoprotectora, sino que también genera productos de
escision dirigidos a las mitocondrias que funcionan como bucles de

retroalimentacién positiva para impulsar la apoptosis7:113:114,

Ademads, uno de los puntos de interconexién mas estudiados entre
ambos procesos, también involucra a Beclin 1. El hallazgo del complejo

Beclin 1 y BCL-2 se consider6 un nexo entre las cascadas de sefializacion de
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autofagia y apoptosis. Estudios posteriores demostraron que Beclin 1 tiene
un dominio BH3 que, ademdas de interaccionar con BCL-2, le permite
conjugarse con BCL-X;, MCL-1 o BCL-W. Sin embargo, Beclin 1 no
interacciona con ningin miembro pro-apoptético'®’”. En presencia de
nutrientes, Beclin 1 se une a BCL-2 o BCL-Xj, lo que inhibe su capacidad para
iniciar autofagia. Durante la falta de nutrientes o ante otras condiciones de
estrés, varios mecanismos median la interrupcion de esta interaccién para
permitir la autofagia, revelando un papel inhibidor de los miembros de la

familia BCL-2 en autofagia mediada por Beclin 172717,

Por lo tanto, la regulacion de la autofagia via proteinas apoptoéticas, y
viceversa, permite una transicibn paulatina entre ambos procesos.
Concretamente, si el estado de estrés es resuelto, las células tipicamente
recobran los niveles basales de autofagia. Por el contrario, si el estrés
persiste y la autofagia ya no puede soportar la supervivencia celular, las
células responden activando la apoptosis e inhibiendo la autofagia con el

objetivo de garantizar una eliminacion eficiente y controlada®1°7:112,

8.2 Activacién de caspasas en la membrana del
autofagosoma:

Datos procedentes de distintos grupos de investigacién han sefialado
un mecanismo inesperado a través del cual, la autofagia puede contribuir
directamente en la induccion de apoptosis. En este paradigma, las caspasas
son reclutadas en las membranas de los autofagosomas, que sirven de
plataformas intracelulares para la activacién de dichas caspasas®33:1°8.115, Eg
el caso de la caspasa 8. Se han descrito distintas rutas de reclutamiento para
la caspasa 8 por parte de autofagosomas. Una de ellas detalla la unién de la
caspasa 8 ubiquitinada a la proteina p62 a través de su dominio de unién a
ubiquitina (UBD). Seguidamente, p62 a su vez se une a LC3 y asi la caspasa
8 es reclutada hacia el autofagosoma. En una segunda via, la caspasa 8 es
reclutada en el autofagosoma a través de la interacciéon con la proteina

adaptadora FADD conjugada con ATG55109:116,
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Para la activacién de caspasas en la membrana del autofagosoma no

se requiere la existencia de actividad autolisosomal.

8.3 Regulacién de la apoptosis por degradaciodn
autofagica:

La respuesta apoptética puede verse profundamente afectada por la
habilidad del proceso de degradaciéon autofagico para controlar la
disponibilidad energética, la funcionalidad de los organulos celulares y la
renovacion y reemplazo de proteinas. En este modelo, perturbaciones en la
formacion de autofagosomas o en la actividad lisosomal afectan a la
respuesta apoptética, dado que ambos procesos necesitan mantener el flujo
autofagico. Ademas, la autofagia selectiva de cargo puede desplazar el
equilibrio entre proteinas anti-apoptoéticas y pro-apoptédticas marcando asi

la iniciacién o la inhibicién de la apoptosis®117:118,

Teniendo en cuenta estos tres paradigmas, es concebible pensar que
la existencia de nexos regulatorios entre autofagia y apoptosis confiere una
ventaja evolutiva a las células ya que permite dar una respuesta al estrés

celular de manera mas precisa.

9. Muerte celular inmunogénica (ICD)

9.1 Introduccion a ICD:

Se trata de un tipo de RCD que en un escenario inmunocompetente
induce la activacion de una respuesta inmune adaptativa'®.

Es la base de la comunicacion entre las células moribundas y las
células del sistema inmune; un exitoso dialogo entre las células apoptéticas
y un sistema inmunolégico debidamente alertado®%12°,

Se considera que la inflamacién, la antigenicidad de las células y su
capacidad para generar sefiales adyuvantes, son los parametros clave que
determinan y definen la muerte celular inmunogénica'?*. En la ICD tienen un
papel fundamental diversos patrones moleculares asociados a dafo celular

(Damage Associated Molecular Pattern, DAMPs); moléculas enddégenas que
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son normalmente invisibles para el sistema inmune, pero que una vez

expuestas o liberadas por situaciones de estrés o de muerte celular, alertan

al organismo sobre una amenaza potencial al ser reconocidas por el sistema

inmune’?2. Los DAMPs mas ampliamente estudiados son:

1.

Liberacién de ATP al espacio extracelular: durante el curso de la muerte
celular inmunogénica, el ATP contenido en vesiculas dependientes del
proceso autofagico, es liberado a través de un proceso de exocitosis
activa via canales de Panexina-1 (PANX1)'?3, originados a través de la
actuacién de caspasas. Estos canales permiten la salida del ATP desde el
interior hacia el exterior celular. Esto sugiere que tanto la autofagia como
la activacion de caspasas y, por lo tanto, de alguna forma la apoptosis,
juegan un papel esencial en la liberacién de ATP, aunque la cadena exacta
de eventos aun no se ha dilucidado por completo*?4125,

Una vez liberado, el ATP extracelular media los efectos pro-inflamatorios
sobre la activacion, dependiente del complejo inflamasoma, de la caspasa
1, esta a su vez, proteoliza y activa citoquinas pro-inflamatorias, entre
las que se encuentra IL-1p y IL-18. Es por ello por lo que se considera que
la liberacion de ATP es necesaria para la generacion de una fuerte
respuesta inmune antitumoral inducida por tratamientos de

quimioterapial!9-126:127,

. Exposicién/presentacion de calreticulina (CRT) y proteinas de choque

térmico (HSP70 y HSP9O, del inglés Heat-Shock Proteins) en la superficie
celular. CRT es una proteina soluble que se encuentra en el lumen del RE,
donde es capaz de mediar diversas funciones. Durante la ICD, en un
contexto quimioterapéutico, la translocacién del CRT desde el RE a la
membrana plasmatica facilita la captura de las células moribundas por
células dendriticas y macro6fagos lo que lleva a la posterior presentaciéon
de antigenos tumorales y la respuesta de linfocitos T citotéxicos
especificos del tumor'?®. Por su parte, las HSP son proteinas
intracelulares altamente conservadas con propiedades citoprotectoras y

anti-apoptoéticas. Estas se comportan como proteinas chaperonas
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ayudando a otras proteinas recién formadas a plegarse. Se ha observado
que la inducciéon de la expresién de HSP en respuesta a muerte celular y
su translocaciéon y exposicibn en la superficie, aumenta la
inmunogenicidad de las células tumorales y mejora la eliminacién de la
masa tumoral in vivo'®. Es mas, el incremento de la presencia de
proteinas HSP en la membrana celular inducido por tratamientos
quimioterapéuticos se correlaciona con una mayor activacion de células
dendriticas®9.

3. Liberacién de HMGB-1 (del inglés, High-Mobility Group Box Protein).
HMGB-1 se une a los receptores de células dendriticas TLR4 (del inglés,
Toll Like Receptor 4) interviniendo asi en respuesta inflamatoria. TLR4
estimula el procesamiento y la presentacion de antigenos tumorales
procedentes de células bajo proceso de muerte inducida por agentes
anticancerigenos®*'3°, Adicionalmente, la translocacién de la proteina
HMGB-1 al citosol desencadena la disociacién del complejo BCL-2 / BCL-

Xi-Beclin 1 e induce autofagia’®7-131132,

No todos los inductores de ICD activan las mismas respuestas de
estrés y, por lo tanto, tampoco provocan las mismas sefiales moleculares o

hallmarks*2*.

Durante la ICD, los DAMPs son objeto de trafico activo dependiente de
vias de sefalizacion de peligro. A grandes rasgos, estos mensajeros de
inmunogenicidad, al unirse a receptores de reconocimiento de patrones
(PRRSs), expresados por células dendriticas, inician una respuesta en cascada
que culmina con la activaciéon tanto de la inmunidad innata como de la
inmunidad adaptativa y la inflamacién. Estas vias de sefializacion de peligro
son provocadas y reguladas por una relacién compleja entre escenarios de
estrés en el RE, producciéon de ROS a nivel mitocondrial, ciertos procesos
metabodlicos como la autofagia y factores extrinsecos a las propias células.
Estos ultimos, influyen en la respuesta de las vias de sefializacién de peligro

pudiendo colaborar con la induccién de beneficios antitumorales o, por el
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contrario, promoviendo ventaja para el crecimiento del tumor’33. En
definitiva, la ICD presenta un patréon de respuesta altamente dependiente de
factores que promueven induccién de escenarios de estrés en distintos
organulos celulares culminando con la muerte celular acompafiada de la
liberacién o exposicién de un nimero variable de DAMPs. Los principales
organulos vinculados al estrés son el RE y la mitocondria. Esto es, la
ejecucion de ICD requiere alteracion del equilibrio redox en el RE, 1o que, a
su vez, induce la producciéon de ROS en el RE y en las mitocondrias. La
induccidn de estrés oxidativo es crucial para estimular vias de sefializacion
de peligro mediante el trafico y la emisiéon de sefiales de DAMPs!20134,
Estudios bioquimicos y celulares han validado el papel fundamental de las
respuestas al estrés del RE para el trafico extracelular de DAMPs.
Igualmente, las mitocondrias estan profundamente involucradas en las vias
de sefializacién provocadas por perturbaciones en la homeostasis. Por un
lado, las mitocondrias son capaces de interpretar las sefiales de peligro que
reciben para traducirlas en respuestas adaptativas. Por otro lado, las
mitocondrias bajo condiciones de estrés emiten estas sefiales intracelulares
de peligro que son traducidas por la célula en respuestas homeostaticas y en
DAMPs. Si no se puede restaurar la homeostasis, se produce la muerte

celulart?2,

Son varias las vias de muerte celular por las que puede culminar la
ICD. De hecho, en una unica célula pueden coexistir varias cascadas de
muerte; la interconexién de las mismas es esencial e inevitable. Entre ellas
se encuentra la piroptosis que se considera un tipo de muerte celular
inmunogénica ya que se asocia a la liberacién de proteinas pro-
inflamatorias. La activacion de la piroptosis en las células tumorales induce
inmunidad antitumoral eficaz que se sinergiza con el efecto directo del
tratamiento antitumoral''9!34- La piroptosis se determina por el
procesamiento, via caspasas, de la proteina Gasdermina D o E (GSDMD o
GSDME). Una vez fragmentada, GSDM forma grandes poros en la membrana

plasmatica que conducen a la muerte celular. Paralelamente los monocitos
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y macrofagos activan la caspasa 1y la caspasa 8, estas a su vez procesan dos
citoquinas pro-inflamatorias IL-13 y IL-18. Una vez procesadas, la IL-13 y la
IL-18 son liberadas a través de los poros formados por GSDM junto con otras

sefiales de alarma, esto genera grandes cambios en la respuesta inmune 2%

124

Paralelamente a la piroptosis, otras rutas de muerte también se
encuentran relacionadas con inflamacién; la inflamacién es un proceso de
reparacién bioldgica fuertemente ligada al complejo inflamasoma®!, un
complejo multiproteico que comprende un sensor intracelular, responsable
de la activacion de los procesos inflamatorios. El término inflamasoma fue
acufiado por Tschopp y colaboradores en el afio 200235 para describir un
complejo multiproteico, de alto peso molecular, presente en el citosol de
células inmunes estimuladas, dicho complejo es capaz de mediar la
activacién de caspasas inflamatorias, llamadas asi porque sus sustratos
principales son citoquinas (como pro-IL-1f3, pro-IL-18 y eventualmente pro-

IL-33)13%13,

La activaciéon descontrolada del inflamasoma, estd vinculada al
desarrollo de cancer, enfermedades autoinmunitarias, metabodlicas y
neurodegenerativas’3’. Por lo tanto, el estricto control del ensamblaje y
seflalizaci6on del inflamasoma es crucial para permitir que el sistema
inmunitario inicie respuestas inflamatorias adecuadas!3®138,

Por otro lado, con respecto a la respuesta inmune y a la inflamacién,
la via NF-kB esta estrechamente relacionado con las decisiones de vida y
muerte; se encarga de regular la produccién de citoquinas e inflamacion
(uno de los parametros clave que define la ICD)'2%13914° Esta ruta forma
parte del mecanismo de autodefensa de las células ante sefiales
inflamatorias, virales, bacterianas, y, en definitiva, sefiales que provocan
estrés en la célula. Se ha demostrado que es responsable de la
desensibilizacion, quimiorresistencia y radiorresistencia, tan indeseables

para la eficacia de ciertas terapias'4®142,
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NF-kB, esta presente de manera inactiva en todas las células. Cuando
su inhibidor IkB es fosforilado se degrada por el proteosoma y NF-kB se
transloca al nicleo y se une a regiones promotoras de sus genes diana
produciendo asi su transactivacién. Gracias a la regulacién de estos genes,
la via NF-kB va a actuar regulando la inflamacién, el ciclo celular, la
angiogénesis, la invasién y metastasis, la actividad apoptética y la propia
via NF-kB. La activacién constitutiva de NF-kB esta presente en tumores
s6lidos, hepaticos, colorectales, de pulmén, mama, proéstata, ovario,
pancreas y faringeo. Ademas, se ha demostrado esta activacién constitutiva
en enfermedades hematoldgicas como en el linfoma de Hodgkin. Este estado

también genera resistencia a la quimioterapia y radioterapia?3.141-144,

Existen tres rutas NF-kB: la clasica o canédnica, la alternativa o no
canodnica y la atipica; diferenciadas por la naturaleza del estimulo. En las
tres vias el proteosoma es un organulo importante ya que en todas ellas
encontramos un proceso de degradacién proteosomal que permite la
activacion del sistema. Por tanto, uno de los inhibidores de esta via son los

inhibidores del proteosomat45:146,

9.2 ICD, cancer e inmunoterapia:

En los organismos inmunocompetentes la ICD implica la activacion de
sistema inmune en contra de las células cancerigenas (respuesta inmune
antitumoral). En pacientes de cancer se desencadena tras aplicar
tratamientos de radioterapia'34 o al administrar distintos tipos de drogas

quimioterapéuticas'3?.

La liberacion de DAMPs por parte de las células tumorales moribundas
resulta en la activacion de una respuesta inmune especifica contra el tumor.
Consecuentemente, tanto los DAMPs como los procesos asociados a estos,
pueden tener un valor prondstico y predictivo en pacientes afectados por
distintos tumores. Asi pues, comprender las vias moleculares por las que
ciertos tratamientos contra el cancer inducen DAMPs y activan el sistema

inmunolégico del huésped, ofrece la posibilidad de convertir inductores de
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muerte celular no inmunogénica en potentes inductores de ICD. Ademas,
abre la puerta al estudio y empleo de la interaccién entre cancer y sistema
inmunitario; una nueva estrategia terapéutica conocida como

inmunoterapia contra el cancer.

La idea de utilizar el sistema inmunolégico como herramienta para el
tratamiento de enfermedades neoplasicas surgi6é en el siglo XIX. Wilhelm
Busch and Friedrich Fehleisen fueron los primeros en vincular el estado
inmunolégico del paciente con el desarrollo o la regresiéon de cancer'4’.
Posteriormente William Coley, reconocido como el padre de la
inmunoterapia, observo que el indice de supervivencia, tras la cirugia de un
tumor, era mayor cuando se producia una infeccién bacteriana. En 1891
inyectd, directamente en el tumor de un paciente de cancer, Streptococcus
pyogenes causante de la infeccion de la piel erisipela y observé que, en

efecto, el tumor se redujo'48,

Por lo tanto, la inmunoterapia esta orientada a intensificar y restaurar
el sistema inmunitario del paciente lo que la hace imprescindible a la hora
de combatir el cancer. Esto es debido a que, gran parte de las células
cancerosas han desarrollado habilidades para evadir la vigilancia del
sistema inmune, eliminando activamente las respuestas inmunitarias a
través de la regulacion a la baja de la presentacién de antigenos,
suprimiendo la activacion de los linfocitos T o mostrando trasformaciones
que dificultan su reconocimiento (moléculas inmunoreguladoras en la

superficie celular).

La inmunoterapia puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos
de accion. Una de las estrategias consiste en la activacion y proliferacion de
los linfocitos T a través de anticuerpos monoclonales que inhiben los puntos
de control del sistema inmunolégico encargados de mantener inactivadas las
células T, evitando asi reacciones inmunitarias persistentes. De hecho, el
linfocito T, y especialmente su capacidad para provocar citotoxicidad

dependiente del reconocimiento de antigenos, se ha convertido en el foco
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central para involucrar al sistema inmune en la lucha contra el cancer; es el
caso de PDL1, un ligando en la superficie de las células que interactia con
su receptor especifico, PD1, que se encuentra en los linfocitos T. Los tejidos
sanos expresan PDL1 de forma normal, pero las células cancerigenas lo
sobreexpresan. Por lo tanto, cuando los linfocitos T interaccionan con ellas,
reciben una gran cantidad de sefiales de inhibicién a través de la interaccion
PD1-PDL1. El desarrollo de terapias con anticuerpos monoclonales que se
unen a PD1 en las células T y bloquea la interaccién con PDL1 en las células
tumorales, disminuye la supresién inmunitaria inducida por el tumor

(Figura 5).

Otro caso similar se encuentra en el anticuerpo monoclonal

Ipilimumab dirigido al antigeno 4 asociado a linfocitos T citotéxicos (CTLA-

4)149,

Puntos de control inhiben células T Anticuerpo Anti-PD-1 bloquea los puntos
de control y permite la activacion de
células T

| m[(_)( "(,] : 5 Respuesta inmune Muerte célula
activado tumeral

Célula tumoral
sobreexpresa

PD-L1

Linfocito T
inactivo

Anticuerpo
Anti-PD-1

Figura 5. Imagen representativa del mecanismo de accién de las terapias anticancerigenas
con anticuerpos monoclonales anti-PD1 encargados de evitar la inactivacién de los linfocitos
T por parte de las células tumorales y promover asi una respuesta inmune anticancerigena.

Ademas, cada vez va adquiriendo mas importancia otra alternativa
inmunoterapéutica; la reeducacion de los linfocitos T mediante vacunas que
activan las células presentadoras de antigenos. Se ha demostrado que la
inyeccién subcutanea de células tumorales moribundas, capaces de inducir

ICD, provoca un efecto de vacuna anticancerigena47-149,159,

68



Introduccion

Para el desarrollo de vacunas antitumorales se somete a secuenciacion
de DNA una muestra del tejido sano y otra del tejido tumoral del paciente
con cancer. Los resultados obtenidos se analizan por andalisis bioinforméatico
con el fin de identificar variantes de genes que codifican péptidos especificos
del tejido tumoral, conocidos como neoantigenos o antigenos asociados a
tumores (AATs)'S! que acttian como dianas terapéuticas para cada tumor y
para cada paciente y que, por lo tanto, su caracterizaciéon ayuda a
perfeccionar terapias dirigidas que atacan exclusivamente a esas proteinas
mutadas. Estas vacunas se administran al paciente combinando o bien
antigenos tumorales especificos del tumor o bien lisados de células
cancerigenas junto con adyuvantes como células dendriticas aut6logas, sales

minerales o acidos nucleicos's2.

La inmunoterapia, al contrario que la quimioterapia se asocia con una
reduccién de la probabilidad de desarrollo eventos adversos (EAs) severos.
Por el contrario, EAs relacionados con el sistema inmunitario son mas
comunes en pacientes tratados con inmunoterapia. En concreto, el uso de
inhibidores de los puntos de control se ha relacionado con toxicidad
cardiaca, rara pero potencialmente mortal, como la miocarditis por lo que
requieren seguimiento clinico. Comprender los eventos EAs relacionados
con el tratamiento de estos medicamentos en comparacién con la

quimioterapia tradicional es crucial para la practica clinica’s®°.

En definitiva, la inmunoterapia contra el cancer ha revolucionado el
campo de la oncologia al mostrar un gran potencial para prolongar la
supervivencia de los pacientes con cancer de crecimiento rapido y mal
prondéstico'48. Actualmente se necesita mas investigacién sobre el potencial
de la inmunoterapia en entornos clinicos, valorar su toxicidad y la aparicion
de resistencias. Del mismo modo, el desarrollo de enfoques metodolégicos y
plataformas para identificar nuevos inductores de ICD ayudaran a acelerar
el desarrollo de la proxima generacion de terapias anticancerigenas que

conecten la quimioterapia con la inmunoterapia. Igualmente, seria de gran
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ventaja, poder contar con la identificacibn de biomarcadores que
estratifiquen a los pacientes segin el riesgo o beneficio que supone el uso de

estas terapias en cada caso'’d.
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