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ARTICULOS DE REVISION

La apoptosis y su importancia biomédica
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Recepcién: 6 de noviembre de 2000; aceptacion: 18 de abril de 2001

Resumen

En este trabajo, revisaremos las caracteristicas
morfologicas y las fases en que se ha dividido a la
apoptosis, asi como la importancia de su presencia en
algunas enfer medades.

La apoptosis y la necrosis son dos mecanismos
mediante los cuales puede ocurrir muerte celular. La
apoptosisconstituyeunamedidafisiol 6gicaderemocién
celular, bajo control genético, que se caracteriza por
colapso celular, condensacion de la cromatina y
fragmentacién del acido desoxirribonucleico (ADN).
Las células apoptdéticas son rapidamente fagocitadas
por células vecinas o macréfagos, previniendo asi una
reaccion inflamatoria. La apoptosis se ha propuesto
COmo un evento critico para mantener la homeostasis
tisular queasegurael estado de salud delosorganismos.

La necrosis implica la ruptura de la membrana e
hipoxia, 10 que conduce a la disminucién en las
concentraciones de adenosin trifosfato (ATP), colapso
metabdlico, edematizacion y disolucion de la célula
originando un proceso inflamatorio.

Palabras clave: Apoptosis, TNF, Fas, caspasas, Bcl-2,
citocromo C, mitocondria.

Summary

Cell death can occur through apoptotic or necrotic
death pathways. Membrane disruption leads to
inflammation, a typical feature of necrosis. Apoptosis
constitutes a genetically controlled physiologic process
of cell removal. It is characterized by cell shrinkage,
chromatin condensation, and DNA cleavage. Apoptotic
cellsarerapidly recognized and engulfed by phagocytes
thus inhibiting an inflammatory response following
necrosis. Apoptosis has been proposed as a basic event
to protect tissue homeostasis. This paper analyzes the
genetic, biochemical, and morphologic characteristics
related to apoptosis, aswell asitsrelationshiptocertain
ilnesses.

Key words: Apoptosis, TNF, Fas, caspases, Bcl-2,
cytochrome C, mitochondria.
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Laapoptosisy su importancia biomédica
Introduccién

La supervivencia de un organismo multicelular
depende de un sofisticado balance entre la vida y
la muerte de sus células. Esta ultima puede ocurrir
mediante dos procesos esencialmente diferentes
llamados: necrosis y apoptosis. La necrosis es el
resultado del dafio celular masivo caracterizado
por la liberacién de enzimas lisosomales. Este
proceso puede ser generado por diversos factores
destacando: deficiencias del aporte nutricional,
respiratorio o circulatorio, agentes fisicos (calor,
frio, radiaciones, traumatismos), agentes quimicos
(sustancias toxicas), y agentes biolégicos (micro-
organismos).! El término de apoptosis describe
unaforma caracteristica de muerte, gobernada por
un programa genético comun en varios tipos celu-
lares.?*Los genes que controlan laapoptosis mues-
tran un alto grado de conservacion en diversos
animales, desde los nematodos hasta los verte-
brados superiores, lo que sugiere que evolutiva-
mente este proceso aparecié con el surgimiento de
los animales multicelulares mas primitivos. La
apoptosis, usualmente afecta a células individua-
les, mas que a todas las células de un tejido.
Actualmente, este proceso se considera como una
medida fisiolégica de remocidn celular, en la cual
las células muertas experimentan cambios sutiles
en la fisicoquimica de sus membranas que condu-
cen a su reconocimiento y fagocitosis por células
normales adyacentes (Figura 1).°

La evidencia acumulada hasta ahora, sugiere
qgue la gran mayoria de las células animales son
capaces de seguir estavia de muerte, aun aquellas
enlas que no se activa el programa de muerte. Este
hallazgo implica que el programa genético de
autodestruccion forma parte del repertorio de res-
puestas celulares a sefiales externas o a cambios
en las condiciones celulares internas.® Existen
bésicamente dos procesos por los cuales las célu-
las activan su programa de muerte. El primero, al
gue se le conoce como muerte celular programada,
constituye un mecanismo fundamental en la
organogénesis durante el desarrollo embrionario y
la metamorfosis, ejemplo de ello es la remocién de
tejido durante la formacién de los dedos del feto y
la eliminacién de la cola del renacuajo en la meta-
morfosis de la rana.! El segundo, conocido como
apoptosis, implica la destruccion de las células que
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representan una amenaza para la integridad del
organismo. Esto queda demostrado en las células
gue presentan dafios en su ADN que pueden
repercutir en el desarrollo embrionario, pues au-
mentan la produccién de p53, potente inductor de
la apoptosis.”® En particular, es importante para el
sistema inmune, durante el proceso de seleccion
de linfocitos T en el timo,? en la eliminacién de
células autorreactivas después de que se ha com-
pletado la respuesta inmune y en la muerte de los
neutrofilos maduros.'*'? También se observa en
los casos de atrofia de la prostata, después de la
castracion y en la glandula mamaria posterior al
amamantamiento.®

La cantidad de estudios sobre los mecanismos
moleculares que intervienen en la presentacién de
la apoptosis es cada vez mayor. En ellos se le
propone como un evento critico para proteger la
homeostasistisular que asegura el estado de salud
de los organismos, de manera que la supresion o
sobreexpresion de la apoptosis esta asociada con
la presentacion de algunas enfermedades como el
cancer.t314

CELULA VIVA

APOPTOSIS

FAGOCITOS

INFLAMACION SIN INFLAMACION

- J

Figura 1. Secuencia de los eventos morfolégicos que ocurren
durante la muerte celular por necrosis y por apoptosis.
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El objetivo de este trabajo es revisar las carac-
teristicas morfolégicas, los aspectos bioquimicosy
genéticos de la apoptosis, asi como su participa-
cibn en la etiologia del cancer, enfermedades
autoinmunes, neurodegenerativas y sida.

Caracterizacion morfolégica

Uno de los primeros cambios morfologicos que
presentan las células alinicio del proceso apoptético,
consiste en una condensacion del citoplasma y
reduccion del volumen celular acompafiado de
cambios en la estructura del nicleo. La cromatina
se condensay forma cumulos densos adosados a
la membrana; esto es seguido de invaginaciones
de la membrana nuclear y termina con la fragmen-
tacion del nacleo en estructuras membranosas con
cantidades variables de cromatina.>* De manera
analoga, lamembrana celular experimentainvagina-
ciones que terminan por fragmentar a la célula
formando racimos de vesiculas de tamafio variable
gue contienen orgéanulos intactos que no se fusio-
nan con los lisosomas. A estas vesiculas se les
denomina cuerpos apoptéticos, los cuales son rapi-
damente fagocitados por células vecinas. Por lo
tanto, una de las consecuencias fisioldgicas méas
relevantes de la muerte por apoptosis es que no se
libera material intracelular al medio intersticial.*®> Es
importante destacar que este tipo de muerte esta
restringida a células individuales y nunca resulta en
la muerte de células vecinas en las que no se haya
activado el programa de muerte.®® El proceso de
apoptosis ha sido subdividido en 3 fases diferentes:
inductora, efectora y de degradacion (Figura 2).5

Fase de induccioén

Durante la fase de iniciacion o de induccion, las
célulasreciben el estimulo de muerte. La apoptosis
puede ser inducida por diversos estimulos como
son: ausencia de factores de crecimiento, factores
tréficos, glucocorticoides, radiaciones y y activa-
cion de receptores de muerte. La via de activacion
probablemente difiera de acuerdo al tipo celular,
pero la respuesta en esencia es la misma, y en la
mayoria de los casos el estimulo inicial converge
en una via efectora comun.®
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Figura 2. Vista esquematica de las tres fases de la apoptosis.
Durante lafase de iniciacion, distintas vias, activan un ejecutor
central. Estas vias son privadas dado que dependen de un
disparadorinicial. Laviacomun comprende dos fases distintas:
la efectora durante la cual se activa el ejecutor central y que
responde a mecanismos de regulacion, y la fase de
degradacion, en la que la apoptosis se vuelve manifiesta,
tanto a nivel morfolégico como de catabolismo bioquimico.

Una de las principales vias que inician la apop-
tosis en las células de los mamiferos son los
receptores de superficie celular que transmiten las
sefales de apoptosis y son activados por ligandos
de muerte especificos. Los receptores de muerte
pertenecen a la superfamilia del receptor del factor
de necrosis tumoral y el receptor del factor de
necrosis neural, respectivamente (TNFRI/NGFR),
que contienen un dominio extracelular rico en cis-
teinas y una secuencia homdloga citoplasmica
llamada dominio de muerte. Los receptores de
muerte mejor caracterizados son Fas y TNFRI*®
(Cuadro ).

El Fas se expresa en diversos tejidos como:
timo, pulmoén, higado, corazon, rifién, ovario y
linfocitos maduros.'’ La interaccion receptor-ligan-
do (Fas/FaslL) participa en procesos fisioldgicos
entre los que se incluyen la delecion periférica de
células T maduras al final de la respuesta inmune;
en la muerte de las células infectadas por virus o
cancerigenas por células T citotoxicas y células
naturales asesinas, y en la eliminacion de células
inflamatorias en sitios inmunolégicamente privile-
giados como los ojos.Y’
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( Cuadro I. Receptores de muerte y sus ligandos?® A
Receptor Sinénimo Ligando
Fas Apol FasL
CD95
TNFRI p55 TNF
CDI20a Linfotoxina a
DR3 Apo3 Apo3L (TWEAK)
WSL-1
TRAMP
LARD
DR4 y DR5 Apo2 Apo2L (TRAIL)
TRAIL-R2
TRICK-2
KILLER
. J

Igual que otros miembros de la familia TNF,
FasL es una molécula homotrimérica, por lo que se
sugiere que cada trimero de FasL se une a tres
moléculas de Fas. Esta union promueve la
oligomerizacién del receptor, e inmediatamente
después la proteina adaptadora llamada FADD
(dominio de muerte asociado a Fas o Mort |), se
asocia al dominio de muerte del receptor.

La proteina FADD se une a través de su propio
dominio efector de muerte a la procaspasa 8 que
conduce a su activaciéon. La caspasa 8 (conocida
como FLICE o MACH) es laresponsable de activar
a otras caspasas como la 96 (Figura 3).

En el caso del TNF, los receptores de esta
citocina se encuentran presentes en todas las
células del cuerpo, activando el programa de muer-
te cuando latransformacion hacia unacélulatumoral
o unainfeccion viral producen un cambio interno en
la célula que permite que el programa de muerte
tenga efecto.8

En algunos tipos celulares el TNF puede inducir
apoptosis por dos vias: la primera es a través de la
asociacion con el receptor de muerte y la subsecuen-
te activacion de la caspasa 8.1°La segunda al inducir
cambios en el potencial de la membrana mitocondrial
con la produccion de radicales libres, ceramidas via
hidrélisis de la esfingomielina® y la activacion de una
proteasa semejante a la caspasa 3.19%

Otro de los mecanismos de activacién del pro-
grama de muerte es el encendido de tipo constitu-
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tivo como parte de las caracteristicas del estado de
maduracion o diferenciacion de un linaje celular.
En estos casos la muerte se previene por la accion
de factores de sobrevivencia llamados trdficos,
gue de estar presentes en el medio interfieren en la
ejecucion del programa de muerte. Tal es el caso
de las neuronas dependientes del factor de creci-
miento neuronal (NGF) o de los timocitos depen-
dientes de la interleucina 3 (IL-3). El sistema NGF

4 N\
FasL

Fas

FADD

PROCASPASA 8

l

CASPASA 8

l

ACTIVACION
CASPASAS

l

APOPTOSIS
. J
Figura 3. Mecanismo de sefializacion via Fas/FalL. DD dominio

de muerte; DED dominio efector de muerte; FADD dominio de
muerte asociado a Fas.
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participa en la maduracion neuronal y durante la
seleccién de sinapsis funcionales en el sistema
nervioso, mientras que el sistema IL-3 es importan-
te durante la maduracion hematopoyética.?* En su
inicio la apoptosis requiere de genes inductores
(Cuadro Il), esto ha sido comprobado con los
estudiosrealizados en el nematodo Caenorhabditis
elegans (C. elegans) y en la mosca Drosdfila
melanogaster de los que se han aislado genes
especificos, indispensables para la induccion de la
muerte celular programada.®*® Se conocen tres
genes que participan en la ejecucién de las células:
ced-3, ced-4 y ced-9 (cell death abnormal). Los
elementos proteicos de ced-3 y ced-4 son necesa-
rios parala ejecucion de la muerte celular, mientras
que el producto del gen ced-9 actiia como regula-
dor negativo de ced-3 y ced-4, previniendo la
muerte.?*?2 Las investigaciones realizadas en es-
tos organismos han permitido comprender los me-
canismos involucrados en la regulacién de la
apoptosis en los mamiferos ya que representa un
proceso altamente conservado a través de la evo-
lucion. Diversos mediadores centrales de la
apoptosis en los mamiferos tienen formas mole-
culares y mecanismos de sefializacion similares a
ced-3, ced-4 y ced-9.%

En los mamiferos, el equivalente de la familia
ced-3 del nematodo C elegans son las caspasas,
proteasas con una cisteina en su sitio activo.®
Las caspasas estan presentes en el citoplasma de
la mayoria de las células en forma inactiva como
proenzimas. Existen por lo menos tres vias por las
cuales las caspasas pueden ser activadas. La
primera requiere de otras caspasas; la segunda, a
través de receptores de muerte de la familia del
TNFR/NGFR vy la tercera involucra la traslocacién
del citocromo C, desde la mitocondria hasta el
citoplasma.? El homélogo de ced-4 que induce
apoptosis en el humano es el llamado factor
activador de proteasas apoptoticas (Apaf-1). Apaf-
1 puede interactuar con el citocromo C e iniciar la
cascada de activacion de las caspasas, 0 bien
unirse a algin miembro de la familia Bcl-2 (homo-
logo de ced-9) y prevenir la apoptosis al evitar la
activacion de las caspasas.?

Uno de los primeros genes que se demostrd
actuaba como regulador de la apoptosis fue bcl-2,
gue se identific inicialmente asociado al desarro-
llo de leucemias granulociticas de células B de
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( Cuadro Il. Algunos genes que participan en la )
regulacion de la apoptosis452
Inhibidores Promotores
bcl-2 ced-3
ced-9 ced-4
bcl-, caspasas
fas-fas ligando
factores de transcripcion
p53
c-myc
. J

donde deriva sunombre.?® Posteriormente, un gran
namero de proteinas relacionadas con el Bcl-2 (al
menos 15) han sido identificadas en el mamifero.
Todos los integrantes poseen uno de los cuatro
residuos conservados conocidos como dominios
de homologia del Bcl-2 (BHI a BH4). El Bcl-2 y el
BClI-, , que actiancomoinhibidores de laapoptosis
poseen BHIyBHZ2, ylos promotores de la apoptosis
como Bax, Bak y Bok contienen BHI, BH2 y BH3.
Existen otras proteinas que contienen solamente
BH3, y que se conocen como proteinas de muerte.?’
LaproteinaBcl-2 es unamoléculaintegral de mem-
branade 26 KD que hasidolocalizadaenlamembra-
na externa de las mitocondrias, en el reticulo endo-
plasmico liso y en la envoltura perinuclear, donde
se ha sugerido que reprime ala apoptosis al regular
el flujo de calcio.”17-2-30

Los miembros de la familia Bcl-2 promueven o
inhiben la apoptosis en respuesta a diferentes
estimulos como ausencia de factores de creci-
miento, secuestro de Apaf-1, o bien al obstruir la
salida de citocromo C desde la mitocondria.?

Los genes involucrados en la diferenciacién y
proliferacién celular también son importantes regu-
ladores del proceso apoptético. Por ejemplo, el
protooncogen c-mycy el supresor de tumores p53.
El c-myc, es capaz de inducir apoptosis cuando se
expresa aberrantemente,”?31 por lo que se infiere
gque normalmente funciona como inductor de proli-
feracion celular.
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El gen p53 denominado guardian del genoma
regula los componentes de las respuestas de con-
trol de lesion en el ADN. El supresor p53activa una
serie de genes transcritos como p21 (inhibidor del
ciclo celular en Gl), la proteina Gadd45 (que inter-
viene en la reparacion del ADN); Bax y Fas
(inductores de apoptosis) y reprime la expresion de
bcl-2.732 La detencion del ciclo celular o la induc-
cién de apoptosis dependera en parte del estado
de activacion celular. La sintesis constante de p53
por una lesion no reparada del ADN o la activacién
de p53 después de una delecion irreversible a la
replicacién, son factores que llevan a una célula a
la apoptosis.1’2133

Fase efectora

En los ultimos afios la mitocondria ha recibido una
atencion especial por su participacion en la fase
efectora de la apoptosis. El interés se ha centrado
alrededor de la apertura de canales o poros de
transicion mitocondrial y la liberacién de diversos
factores proapoptéticos, entre ellos el citocromo C.
En la mayoria de los sistemas donde ocurre la
apoptosis se observa, en la membrana mitocondrial,
la formacién de un canal de gran conductancia cono-
cido como poro PT. Su estructura y composicion no
se conocen por completo, pero entre sus constituyen-
tes se encuentran proteinas de la membrana interna
como el traslocador de adenina nucle6tido (ANT) y
proteinas de la membrana externa como las porinas
(canales anionicos dependientes de voltaje 0 VDAC),
gue actuan en los sitios de contacto de la membrana
interna y externa, creando un canal a través del cual
pasan moléculas<1.5Kda. Laapertura de este canal
provoca la desregulacion de la mitocondria y la
pérdidadel potencial transmembranal (A%¥Ym), debido
a un aumento de la osmolaridad de la matriz, ha-
ciendo que ésta se expanda y eventualmente se
rompa Yy libere proteinas activadoras de caspasas,
localizadas en el espacio intramembranal hacia el
citosol y el desacoplamiento de la cadena respirato-
ria, que se reconoce como una falla temprana de
muerte, donde participan diversos factores como la
via de sefializacion de la ceramida. Los oxidantes y
los aumentos patolégicos de Ca?*, citosolico pueden
también inducir la ruptura de lamembrana externa de
la mitocondria.?”3*
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Por otro lado, informes recientes sugieren que los
cambios mitocondriales?®?” estan bajo el control de
los productos génicos de bcl-2. Se han establecido
modelos conliposomas quellevanlos canales VDAC,
en los que se demuestra que las proteinas pro-
apoptéticas Bax y Bak aceleran la apertura de los
canales VDAC y permiten la salida de citocromo C,
mientras que las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y
Bcl-,, cierran estos canales por union directa con Bax
y Bak.* La explicacion de ello, es que durante la
interaccion de VDAC con Bax y Bak ocurren cambios
conformacionales, formando un megacanal que per-
mite la salida del citocromo C,* que al interactuar con
Apaf 1y procaspasa 9 forman el apoptosoma en los
vertebrados, resultando enlaactivacionde lacaspasa
9y posiblemente de la caspasa 3, y de esta manera
iniciar la cascada proteolitica esencial para la
apoptosis.®*?% Las mitocondrias de algunas células
también liberan al factor inductor de apoptosis (AIF),
otra proteina activadora de caspasas y la caspasa-3
durante la apoptosis.>?” No obstante, algunos estu-
dios demuestran que la liberacion de citocromo Cy la
activacion de las caspasas puede ocurrir antes de
gue se detecte la pérdida del potencial transmem-
branal de la mitocondria. Esto sugiere que hay meca-
nismos diferentes que regulan la permeabilidad de
las membranas internay externa mitocondriales.>2"34

El hecho de que el Bcl-2 se localice en la
membrana mitocondrial ha permitido pensar que la
funcion antiapoptotica de Bcl-2 podria relacionarse
con el mantenimiento de la integridad de la mem-
brana mitocondrial y, en un sentido mas amplio,
con la regulacion de los procesos de tréfico intra-
celular. En este contexto, cabe destacar que la
cooperacion de Bcl-2 con c-myc inhibe la trasloca-
cion de p53 desde el citoplasma al ndcleo, durante
la fase GO/G1 del ciclo celular, periodo en el que la
célula es susceptible a la induccion de apoptosis.*?

También se ha demostrado que Bcl-2 y Ablinhiben
la externalizacion de las fosfatidilserinas.®*" Bcl-2
ademas patrticipa en el reclutamiento de otras protei-
nas alamembrana mitocondrial, como Raf-1 (inductor
del efecto supresor de Bcl-2) y Apaf-1 (activador de la
caspasa 3).2"2¢ Por otro lado, se sabe que Bcl-2 inhibe
no solo a la apoptosis dependiente de la activacion de
las caspasas sino también a la inducida por agentes
oxidantes y la necrosis causada por hipoxia.?’

Muchos de los eventos de la apoptosis se acom-
pafian de cambios de granimportancia en el balan-
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ce redox, como resultado de la oxidacién del
glutation, el aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y la oxidacion de algunos
constituyentes celulares, incluyendo lipidos.*3 Por
lo que algunos autores han sugerido que el estrés
oxidativo puede jugar un papel significativo como
mediador de la apoptosis.® Los estudios realiza-
dos in vitro, utilizando generadores de radicales
libres como el perdxido de hidrogeno,* T-butil
hidroperéxido,* radiaciones ultravioleta*’ y el fac-
tor de necrosis tumoral*®*3en cultivos celulares han
permitido demostrar que bajo condiciones de estrés
oxidativo se induce apoptosis.** Mientras que la
administracion de antioxidantes como N-acetil
cisteina,*“® vitamina E*° y la glutation peroxidasa*
inhiben la apoptosis. Por otro lado, los metales de
transicion como el Fe?* y el Cu* mediante la
reaccion de Fenton generan al radical mas reactivo,
el radical hidréxilo, el cual se ha comprobado como
uninductor de apoptosis.“¢ También se ha sugerido
gue el protooncogen Bcl-2, inhibe la muerte celular
apoptética a través de una via antioxidante.44547.48

Fase de degradacion

Esta fase es similar en todos los tipos celulares
y esta caracterizada por la participacién de enzimas
catabdlicas comolas endonucleasasy las caspasas,
cuya actividad hidrolitica inicia una serie de altera-
ciones ultraestructurales en la célula.

Hace algunos afios, la presencia de ruptura
internucleosomal (180-200 pb) en las células
apoptéticas hizo pensar que la fragmentacion del ADN
era una parte importante del mecanismo de muerte
celulary que ocurriaen unafase tempranadel proceso
apoptético.® De ahi que se estableciera como una
marca distintiva de la apoptosis. Hoy en dia se sabe
gue este evento, no ocurre en todas las células que
mueren por apoptosis,*” una digestion menos acen-
tuada del ADN se observo en varias muestras celula-
res a las que se les indujo apoptosis.>*° El analisis del
ADN, en gradientes de densidad o electroforesis de
pulso en gel ha demostrado que durante la apoptosis
se generan inicialmente segmentos de 300 kb, los
cuales posteriormente son degradados, aunque no en
todas las células, en fragmentos de 10 a 50 kb.
Finalmente se dalaliberaciéndelos oligonucleosomas
(180-200 pb) caracteristicos de la apoptosis.>*°
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La existencia de lineas celulares que presentan
segmentacion del ADN de alto peso molecular sin
fragmentacién de tamafio nucleosomal, sugiere
gue diferentes sistemas enziméticos estan invo-
lucrados en este proceso.'?*® Entre las DNAsas
que generan fragmentos de = 50 kb se encuentra
la DNAsa |, las ciclofilinas A, B, C, la Nuc 18,
nucleasa que requiere Unicamente de Mg®*5*y la
endonucleasa dependiente de Ca?*'y Mg?* que
generafragmentos de doble cadena de ADN que al
separarlos por electroforesis en gel de agarosa
muestran un patrén caracteristico con bandas de
185 a 200 pb o submdltiplos.>* No obstante, los
estudios realizados con nucleos aislados confir-
man que ni los cambios morfoldgicos, ni la frag-
mentacion del ADN dependen de la presencia de
Ca?*® Otros autores han propuesto que lanucleasa
apoptética estd mas relacionada con la DNAsa | o
DNAsa I, de las cuales ninguna requiere Ca*, ya
gue los cambios morfologicos dependen estricta-
mente de la presencia de Mg?*°

Los ndcleos de timocitos y células B del bazo
contienen grandes cantidades de endonucleasas
dependientes de Ca* y Mg?*, por lo que se ha
propuesto que esta enzima se activa en presencia de
glucocorticoides. Por el contrario, en otros tipos celu-
lares que experimentan apoptosis, como la linea
celular S49 que muestra la fragmentacion internu-
cleosomal clasica cuando se incuba con dexame-
tasona, no se detectan estas endonucleasas.>>*

Las endonucleasas contenidas en el nucleo
pueden ser activadas in vitro por diferentes estimu-
los como son: concentraciones altas de Ca* o
Mg?*, disminucién del pH, proteasas como latripsina,
el factor mitocondrial inductor de apoptosis (AIF) y
el factor de fragmentacién del ADN (DFF).>5% Uno
de los problemas al proponer que el aumento de
Ca?* citosdlico regula la activacién de estas
endonucleasas enddgenas se debe a que requie-
ren de Ca?* a una concentracion de 0.1-5 mM para
su activacion, niveles que nunca se alcanzarian
bajo condiciones fisiologicas.’® Sin embargo, en
algunos tipos celulares, durante la apoptosis tem-
prana, hay una elevacion sostenida de calcio
ionizado citosélico,%* que participa de manera im-
portante en la activacion de algunas enzimas laten-
tes que contribuyen a los cambios estructurales
durante la apoptosis, estas enzimas incluyen a la
transglutaminasa que une a las proteinas cito-
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sélicas,*® y a la calpaina que puede degradar el
citoesqueleto y producir cambios membranales. ¢

Porlo tanto, es probable que las endonucleasas
no sean la parte central del proceso apoptético,
sino que Unicamente cumplan la funcién de limpie-
za después de la muerte, ya que su activacion
ocurre en estados tardios del proceso apoptético.
Estudios in situ demuestran que los timocitos que
presentan fragmentaciéon del ADN estan localiza-
dos dentro de otras células, lo que indica que el
reconocimiento heterofagico de las células apop-
téticas ocurre antes de que inicie la fragmentacién
del ADN.>

El estudio de la familia de las caspasas ha
permitido comprobar su participacion durante la
fase de degradacion de la apoptosis. No obstante
gue se ha demostrado que su activacion no condu-
ce a la degradacion proteolitica indiscriminada en
la célulamuerta.’” Unavez activadas, las caspasas
rompen una gran variedad de polipéptidos intra-
celulares, que incluyen los elementos principales
del nucleoyy del citoplasma, fundamentales en man-
tener la estructura celular (B-actina, gelsolina y
laminina Ay B). Proteinas involucradas en el meta-
bolismo y reparacién del ADN como la poli (ADP
ribosa) polimerasa (PARP), ADN-PK, ADN-topoiso-
merasa Il, ARN polimerasa | y varias proteinas
cinasas.'”%58 Otro tipo de proteinas involucradas
en las vias de transduccion de sefales como las
citocinas proinflamatorias (IL-IB, IL-16 y IL-18),
proteinas que regulan el ciclo celular (p2l/Cipl, p27/
kpl). Ademas de las proteinas de la familia Bcl-2
involucradas directamente en la regulacion de la
apoptosis.®” Dichas rupturas conducen a la inte-
rrupcion de las vias de supervivencia y el desen-
samble de importantes componentes de la arqui-
tectura celular, contribuyendo asi a los cambios
morfoldgicos y bioquimicos que caracterizan a la
muerte celular apoptotica.?®2°

Al parecer algunas caspasas se localizan en el
citosol como la procaspasa 3 y la 9,% mientras que
otras como la caspasa 1 se localizan en lamembrana
plasmética.®® Hasta el momento no se conoce con
precision, como es que las caspasas acceden hasta
el nacleo para digerir sustratos como las lamininas
nucleares y otros sustratos ya mencionados.*®

Ademas de las caspasas, un gran namero de
diferentes proteasas participan en el proceso de
apoptosis, entre ellas seincluyenlas serina proteasas,
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calpainas y proteosomas, sin embargo su participa-
cion parece depender del tipo de estimulo y del tipo
celular.®*

Una parte critica de lafase de degradacién de la
apoptosis es la presentacion de los cambios en la
superficie de las células que estan muriendo, para
su reconocimiento por los fagocitos.?”%2 La natura-
leza y cinética de estos cambios en la superficie
celular aun son desconocidos.® Al respecto, exis-
ten evidencias que sugieren que la fosfatidilserina
(FS), la cual normalmente esté confinada a la cara
interna de lamembrana plasmética, presenta cam-
bios dramaticos en su distribucién durante la
apoptosis.*0296465 Estos cambios son detectados
horas antes de que se pierda la integridad de la
membrana y de que se observe la fragmentacion
del ADN. Los macrofagosy otras células fagociticas
reconocen a la fosfatidilserina que se encuentra
expuesta en la superficie de las células apoptoticas
como una sefial para su fagocitosis, a través de un
receptor especifico, por lo que rapidamente son
eliminadas.%®% De esta manerase previene que los
tejidos circundantes se expongan al contenido
nocivo de la célula muerta.®*%

Ademas de la exposicion en la superficie de FS,
se han propuesto otros cambios en la superficie de
las células apoptoticas, como son: la pérdida de

4 N\

CELULA
FAGOCITICA

CELULA
APOPTOTICA

- J

Figura 4. Mecanismos propuestos para el reconocimiento de
células apoptoticas por las células que las fagocitaran. FS
fosfotidilserina; RFS receptor de FS; TSP Trombospondina;
RTSP receptor de TSP; C pérdida de acido sialicoy exposicion
de azucares, C’ lectina.
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residuos de &cido sialico®y la expresion de sitios
de unién para trombospondina.®¢’

Lafalta de 4cido sialico, que actlla como sefiuelo
para los macréfagos, y que pudiera ser inhibida por
lectinas deltipo de la N-acetil glucosamina o N-acetil
galactosamina, involucra un tipo de interaccion car-
bohidrato-lectina en este proceso.5"% Sin embargo,
no hay evidencias suficientes paradecir que el acido
sidlico y otros cambios de los carbohidratos puedan
ser una sefial especifica de las células apoptéticas
para su reconocimiento por los macréfagos.®

Actualmente hay evidencias de que los macro-
fagos secretan una proteinallamadatrombospondina
(TSP), queregulalaingestiénde lacélulaapoptotica.®®
No obstante que se desconoce el mecanismo que
inicia los efectos de la TSP, se sugiere la participa-
cion de varios receptores de superficie celular, inclu-
yendo lipidos sulfatados, proteoglicanos, integrinas
(a, B, principalmente) y CD36.28:623.70

Se ha propuesto que la TSP, forma un puente
molecular entre la célula apoptéticay la superficie del
macréfago uniéndose a traves del complejo a 3./
CD36.%37 (Figura 4) Estaestructuraestainvolucrada
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en elreconocimiento de los linfocitos, los timocitos,
los eosindfilos y los neutrofilos, asi como de otros
tipos celulares que experimentan apoptosis, por
fagocitos semiprofesionalescomo losfibroblastos.™

Apoptosis y enfermedad

Diversas enfermedades estan asociadas con la
inapropiada regulacion de laapoptosis (Cuadro lll).
Estas enfermedades pueden dividirse en dos gran-
des grupos: el gue presenta aumento de la super-
vivencia celular (asociado con la inhibicién de la
apoptosis) y otro en el que hay un exceso de
muerte celular (sobreactivacién de la apoptosis).’*

Las enfermedades en las que hay un aumento
excesivo de células, incluyen al cancer, infeccio-
nes virales* y las enfermedades autoinmunes
que permiten la persistencia de células By T
autorreactivas.'’? El sindrome de inmunodeficien-
ciaadquirida (sida) y los trastornos neurodegene-
rativos como Alzheimer son ejemplos de un exceso
de apoptosis.t*

4 N\
Cuadro lll. Enfermedades asociadas con lainduccién e inhibicion de la apoptosis’et314727375

Inhibicién de la apoptosis Incremento de la apoptosis
Cancer Enfermedades neurodegenerativas:
Colorrectal Alzheimer
Glioma Parkinson
Linfoma folicular Esclerosis lateral amiotréfica
Carcinomas con mutaciones de p53 Rinitis pigmentosa

Epilepsia
Tumores dependientes de hormonas: Sistema hematopoyético:
Cancer de mama Anemia aplasica
Céncer de prostata Linfocitopenia T CD4+
Céncer de ovario Deficiencia de G6PD (monocitos)
Enfermedades autoinmunes: Dafio a 6rganos:
Lupus eritematoso sistémico Diabetes mellitus tipo 1
Miastenia gravis Pancreatitis alcohdlica

Dafio isquémico (miocardio, retina, cerebro, rifion)
Infecciones virales Sida
Herpesvirus
Poxvirus
Adenovirus:

o J
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Hoy en dia se acepta a la apoptosis como un
mecanismo clave en todas las facetas del cancer,
incluyendo hiperplasia, transformacion neoplésica,
expansion tumoral, neovascularizacion y metasta-
sis.”® Dado que en muchos tumores malignos la
apoptosis esté inhibida. Asi mismo, el aumento en
el nimero celular en el curso de las neoplasias se
debe al incremento en la tasa mitética y a una
disminucion en la tasa de delecion celular.™ La
mayoria de las células malignas muestran cambios
enlaexpresion, mutacion o delecion de oncogenes
y antioncogenes como: bcl-2, p53, c-myc o ras.
Otras, enelligando de Fasy enlosreceptores TNF,
o0 bien cambios en la actividad de las caspasas, lo
gue modifica el programa genético de muerte.’*"®
Los tratamientos de las neoplasias malignas (qui-
mioterapia, radiacion y terapia adyuvante), tienen
el propésito de destruir a las células en prolifera-
cién por intervencién directa o indirecta del ciclo
celular. Hace algunos afios se dio a conocer que
estas estrategias terapéuticas ademas de su ac-
cién nociva sobre las células en proliferacion, tam-
bién inducen apoptosis, tanto en las células malig-
nas como en las normales. Cabe mencionar que
los tumores malignos responden de forma diferen-
te a estas terapias y eventualmente todos los
tumores avanzados se vuelven refractarios a su
actividad citotoxica.” En el caso de los tumores
malignos tratados con diferentes agentes quimio-
terapéuticos, se hacen resistentes al tratamiento y
adquieren un fenotipo llamado MDR por sus siglas
eninglés (multidrug resistance). Esta capacidad ha
sido relacionada con la expresion de dos genes,
mdr-1y mdr-2, que codifican parala proteinap170,
gue actia como una bomba de flujo dependiente
de ATP y mantiene a la droga fuera del espacio
intracelular.”™ La resistencia al tratamiento de las
células malignas se ha relacionado con su capaci-
dad para evadir la apoptosis. Esto explicaria por
qué algunos genes inhibidores de la apoptosis,
principalmente bcl-2 y la forma mutada de p53,
cuando se sobreexpresan pueden conferir el
fenotipo MDR."® Por ello, la determinacion de Bcl-
2 y de p53 en las células tumorales puede ayudar
apredecir larespuesta al tratamiento. Por ejemplo,
los niveles altos de la proteina Bcl-2 en células
leucémicas indican una tasa baja de remisién y de
sobrevivencia de los pacientes con leucemia
mieloide. Sin embargo, la capacidad de Bcl-2 para
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inhibir la apoptosis por agentes quimioterapéuticos
varia de acuerdo al tipo celular. La transfeccion de
Bcl-2 a fibroblastos y a células linfoides otorga
resistencia al etopésido (inhibidor del ciclo celular),
esto no ocurre cuando Bcl-2 es transfectado a una
linea celular de cancer de pulmoén.”” Un mejor
prondstico puede ser lapresenciade p53 nativa, no
asi de la forma mutada que se encuentra principal-
mente en los tumores mas agresivos con una
respuesta muy pobre al tratamiento.” Por ello la
presencia de p53 mutada ha sido descrita en
numerosos tumores humanos.?#77980 E| sistema
Fas/FasL también ha sido propuesto como respon-
sable del escape de las células tumorales al ataque
del sistema inmune. Un aumento en la expresion
constitutiva del ligando de Fas se ha demostrado
en diferentes tumores y se ha sugerido que tales
tumores pueden eliminar alos linfocitos que expre-
san Fas por apoptosis.”™ " Por ello, el estudio de los
agentes, genes y mecanismos que participan en la
apoptosisy suregulacion es unalineade investiga-
cién de graninterés. Cabe pensar que la activacion
especifica de las rutas de induccién de apoptosis
sin necesidad de utilizar compuestos que dafien el
ADN, que actlen en etapas del proceso posteriores
a la intervencion de p53 tendrian la ventaja de ser
eficaces en células con el gen p53 mutado, como
ocurre en la mayoria de las células cancerosas.
Uno de los procesos mas importantes durante el
desarrollo inmune, es la remocion de los linfocitos
autorreactivos a través de la apoptosis. Sin este
proceso de seleccién negativa, laformacion de una
miriada de receptores antigénicos en los linfocitos
puede generar un estado de autoinmunidad.”® En
los modelos animales de enfermedades autoin-
munes se han identificado genes involucrados en
el control de la apoptosis, incluyendo Fas y FasL.”
Los ratones con lupus eritematoso sistémico, pre-
sentan mutaciones en el gen ipr que codifica para
la proteina Fas. También se ha observado que las
mutaciones en el gen gld que codifica para el
ligando de Fas (Fas-L) dan como resultado un
sindrome semejante al lupus.?? Ademas, en los
pacientes que padecen esta enfermedad, se en-
cuentran niveles mas altos de Bcl-2 que los norma-
les, lo que podria disminuir la apoptosis de las
células T autorreactivas. Se ha sugerido que la
apoptosis anormal (fagocitosis y destruccién) de
los linfocitos en esta enfermedad puede proveer
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una fuente de antigenos nucleares extracelulares
gue conduzcan alaproduccion de autoanticuerpos,
lo que quiza contribuya al inicio y progreso de la
enfermedad.”™ Es interesante mencionar que las
drogas empleadas en los tratamientos de las enfer-
medades autoinmunes como: glucocorticoides,
azatioprina, ciclofosfamiday metotrexato, tienenla
propiedad de inducir apoptosis, lo que probable-
mente contribuye a su efecto terapéutico.*™

En contraste con las enfermedades sistémicas
autoinmunes que se caracterizan por laestimulacion
de linfocitos B que llevan a la formacién de
anticuerposy al dafio a tejidos mediante complejos
autoinmunes, las enfermedades que deterioran a
organos especificos, se caracterizan por la agre-
sion contra linfocitos T en células especificas den-
trode los érganos. Tal es el caso de la Diabetes tipo
| (insulino dependiente), que resulta de la destruc-
cion masiva de las células  pancreéticas produc-
toras de insulina.” La mayoria de los conocimien-
tos acercade ladiabetestipo | se haobtenido de los
estudios realizados en ratones diabéticos no obe-
sos (NOD), donde el progreso de la enfermedad
esta regulado por la infiltracion leucocitaria en los
islotes de Langerhans y la destruccion de las
células 3 por linfocitos T. En este mismo modelo
experimental, los ratones que exhiben la mutacion
ipr no desarrollan la enfermedad, aun cuando se
les transfirieron esplenocitos de ratones diabéti-
cos, lo que sugiere que el sistema Fas/FasL tiene
un papel efector clave en la patogénesis de la
diabetes tipo 1.2273

La apoptosis como resultado de las infecciones
virales considera, al menos en parte, responsable
de las patologias asociadas con este tipo de infec-
ciones. Por lo general, los virus poseen mecanis-
mos para bloquear la apoptosis prematura de las
células infectadas, propiciando establecer y man-
tener la infeccion, o bien prolongar la vida de las
células infectadas liticamente, de modo que se
asegure lamaximareplicacion viral. Por ejemplo, el
establecimiento de una infeccién efectiva por
adenovirus depende de la funcion de la proteina
E1B19K, unhomologo viral de la proteina antiapop-
tética Bcl-2.7>™ Ademas, estas estrategias virales
antiapoptéticas pueden también contribuir a la
patogénesis de la infeccion viral y en situaciones
extremas, promover la capacidad oncogénica de
ciertos virus.”
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Los individuos infectados con el virus de la in-
munodeficiencia humana (HIV) presentan una dis-
minucion de las células T cooperadoras CD4+ y
una destruccién del sistema inmune que conduce
al desarrollo del sida.®! Los estados tempranos de
la enfermedad estan caracterizados por una seve-
ra desregulacion del sistema inmune, que afecta el
namero y la funcionalidad de las células T CD4+y
CD8+. Originalmente se creyé que los efectos
citoliticos del virus eran los responsables de la
pérdida de las células T. Sin embargo, este hecho
no afecta la disminucion de otros tipos celulares en
los individuos infectados con sida. Se ha observa-
do que estos pacientes presentan un aumento en
los niveles séricos de las citocinas que promueven
la muerte celular apoptoética como TNFa, IFNye IL-
10, y una disminucion de la interleucina 12 que
previene la muerte, lo que pudiera promover la
susceptibilidad de las células T a la apoptosis.
Ademas de que TNFa e IFNy favorecen la expre-
sion de Fas y de su ligando en las células T CD4+
y CD8+, esto apoya la idea de la participacion del
sistema Fas/FasL en la deplecién de los linfocitos
T CD4+ en el sida. Por otro lado, los individuos
infectados con el virus del sida presentan niveles
bajos de glutation reducido y de la enzima
superdéxido dismutasa dependiente de manganeso
lo que conduce a estrés oxidativo, por la acumula-
cion de especies reactivas de oxigeno. El estrés
oxidativo aumenta la expresién del ligando de Fas
y por lo tanto la tasa de apoptosis.8'#2

Durante el desarrollo neuronal temprano normal-
mente ocurre la apoptosis con la posibilidad de ser
iniciada nuevamente durante el envejecimiento por
diversos estimulos, al promover la exclusion de un
numero significativo de neuronas.?#® En condicio-
nes fisioldgicas, la supervivencia neuronal y la
apoptosis son controladas principalmente por dos
tipos de receptores de superficie celular que respon-
den a sefales extracelulares, las moléculas Tkr
(familia de receptores de tirosinas cinasas) y p75
(receptor de neurotrofinas), ambos comprometidos
en la supervivencia neuronal, diferenciacién e impli-
cados en la apoptosis neuronal respectivamente.

Estos estimulos son transmitidos a traves de
vias intracelulares que finalmente son procesadas
por dos grupos de genes, los proapoptéticos que
codifican parael grupo de proteinas de las caspasas
y los antiapoptéticos como Bcl2 y Bcl- . Un
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ejemplo de las alteraciones neurodegenerativas es
la enfermedad de Alzheimer, que se presenta en
individuos mayores de 65 afios con una incidencia
de 12%, este porcentaje se incrementa hasta 45%
en personas de 85 afos. La enfermedad se carac-
teriza por pérdida de la memoria y alteraciones de
la personalidad. EI menoscabo de las funciones
cerebrales estriba en lainterrupcion de las sinapsis
y en la ausencia de las neuronas que realizan las
sinapsis.®#* Las ultimas investigaciones sugieren
que la pérdida neuronal en la enfermedad de
Alzheimer, al menos en parte, es causada por
mecanismos apoptéticos. Se ha propuesto que los
estimulos apopt6ticos iniciales dafian o destruyen
los procesos neurales (neuritis) por iniciacion local
de la muerte. Dichos eventos desconectan los
circuitos neurales y colocan a las neuronas en
riesgo apoptético, ocasionado por la pérdida de
factores tréficos, y a otros procesos que contribu-
yen al mantenimiento de las funciones neuronales.
La acumulacion del péptido B-amiloide ha sido
involucrada como factor causal de la neurodegene-
racion en la enfermedad de Alzheimer.?> Se ha
demostrado que el péptido B-amiloide induce
apoptosis neuronal en cultivo y que puede ser un
sustrato para las caspasas.®® Ademas los depési-
tosinsolubles del péptido -amiloide inducen estrés
oxidativo (principalmente lipoperoxidacion), altera-
ciones de las funciones mitocondriales, lo que
modifica el metabolismo energéticoy lahomeostasis
i6nica (calcio) al alterar el funcionamiento de la
ATPasa y de los transportadores de glucosa y
glutamato; aumentando la susceptibilidad de las
neuronas a la muerte por apoptosis.”8 Por otro
lado, se sabe que las proteinas p53y p2l promotoras
de apoptosis inhiben la produccion de la proteina
presenilina | (PSI), sugiriendo que las presenilinas
tienen propiedades antiapoptéticas. Las presenilinas
constituyen también un sustrato para las caspasas, lo
gue conduce a la pérdida de sus propiedades anti-
apoptoticas.®* Probablemente, el péptido B-amiloide
es el agente causal de la enfermedad de Alzheimer,
donde las mutaciones de las presenilinas junto con la
activacion de las caspasas neuronales actlan para
incrementar los niveles patoldgicos de este péptido, lo
gue quiz& propicie un incremento en el grado de
destruccién apoptética de las neuronas.?* 7384
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Conclusiones

Se ha comprobado —con base en larevision de
las caracteristicas mas relevantes de los mecanis-
mos apoptéticos que participan en la enferme-
dad— que la muerte celular apoptética es una
estrategia esencial para proteger el equilibrio
homeostatico de los sistemas vivos.

En la apoptosis la célula ejecuta un programa
genético de muerte, donde los estimulos o sefiales
gue inician el proceso conducen a la activaciéon de
unavia comun con cambios bioquimicos y morfol6-
gicos similares en todos los tipos celulares.

Durante el proceso de apoptosis ocurren cam-
bios en la permeabilidad de la membrana mitocon-
drial, favorecidos por la apertura de canales llama-
dos PT, aumento de iones de Ca?*, radicales libres,
caspasas y proteinas proapoptéticas de la familia
Bcl-2. Los cambios enla permeabilidad mitocondrial
permiten la liberacién de proteinas apoptogénicas
(citocromo C, AlIF) que normalmente se encuen-
tran recluidas en el espacio intramembranal. Estos
factores inician una cascada de eventos que deter-
minan los cambios tipicos que acompafian a la
apoptosis. Sin duda, la profundizacion en el cono-
cimiento de los mecanismos reguladores que favo-
recen o impiden la apoptosis, redundara en una
mejor eleccion de las estrategias para el tratamiento
de las enfermedades ocasionadas por la hiperapop-
tosis, tales como: sida, enfermedades autoinmunes
o enfermedades degenerativas del sistema nervio-
so central y en aquéllas en las que no hay una
eliminacion adecuada de células, como el cancer.
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