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Las células de un organismo no viven indefinida-
mente y su vida media depende del tipo celular. Hay
células cuyo período de vida es largo, como las muscu-
lares o las neuronas, mientras que la vida de otras es
efímera, como algunas células sanguíneas y epite-
liales, que se renuevan a partir de sus células progeni-
toras. El número de células que componen un tejido en
un organismo adulto permanece, dentro de ciertos
límites, constante; las células que mueren se sustituyen
por otras, proceso que está regulado y que asegura el
mantenimiento de un balance adecuado entre la
pérdida, la renovación y la diferenciación celular. Se
calcula que el cuerpo humano produce y erradica cada
día miles de millones de células. El recambio celular
en los tejidos de un organismo se fundamenta en el
mantenimiento de un equilibrio (homeostasis) entre
proliferación y muerte celular a fin de garantizar la
población adecuada en cada momento.

El estado normal o fisiológico de un organismo se
consigue con respuestas celulares que permiten a las
células y a los tejidos adaptarse y sobrevivir en las
condiciones de su entorno y responder adecuadamente
a estímulos. Para ello, una variedad de sistemas y pro-
cesos están implicados en el mantenimiento de la inte-
gridad celular, desde la membrana celular (procesos de
endocitosis y exocitosis), a cambios metabólicos y de
expresión génica, o a los mecanismos de defensa y a
los sistemas de reparación. Sin embargo, un daño irre-
versible puede hacer que se alcance un punto sin
retorno; cambios morfológicos, funcionales y bio-

químicos irreversibles impiden a las células realizar
sus funciones vitales y las arrastran a la muerte. La
muerte de las células puede desencadenarse por
múltiples causas: pérdida de su función, daño
mecánico, infección por microorganismos o virus,
acción de agentes químicos tóxicos o la falta de nu-
trientes. La muerte celular, según criterios clásicos se
puede dividir en una muerte que transcurre por meca-
nismos regulados, como la apoptosis, y la no regulada
(necrosis) [1].

La muerte celular se puede producir por necrosis,
cuando el daño es letal o se produce una muerte acci-
dental. La necrosis (del griego nekrós “muerte”) es la
muerte patológica de las células o tejidos del orga-
nismo. Se origina por una lesión aguda, irreversible,
derivada de una situación no fisiológica o condición
patológica y que no puede ser reparada por mecanis-
mos de adaptación y de resistencia. Ésta se produce
debido a agentes nocivos, condiciones o circunstancias
determinadas, como un aporte insuficiente de sangre al
tejido (isquemia), falta de oxígeno (hipoxia), un trau-
matismo, la exposición a la radiación ionizante, la
acción de sustancias químicas o tóxicos o, por
ejemplo, por una infección o por el desarrollo de una
enfermedad autoinmune. Esta forma de muerte celular
se califica como un proceso violento ya que las células
se hinchan, se deterioran las estructuras celulares, y se
paralizan funciones críticas para la vida. La pérdida de
viabilidad se asocia a la rotura de la membrana plas-
mática con la consecuente lisis celular y liberación al
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exterior del contenido citoplasmático y orgánulos,
dañando al tejido en el que se encuentra. La liberación
del contenido celular puede provocar a su vez reac-
ciones inflamatorias. Los cambios morfológicos que
se observan en una célula necrótica se recogen en la
Figura 1.

Otros tipos de muerte celular conllevan la acti-
vación de mecanismos específicos que dictan que se
produzca un suicidio o muerte celular programada:
una serie de eventos que culminan en la muerte de la
célula de forma genéticamente regulada. Estos meca-
nismos fisiológicos de muerte son empleados por los
organismos multicelulares durante el desarrollo, la
morfogénesis y en el mantenimiento de la homeostasis
tisular en el organismo adulto, así como para controlar
el número de células y eliminar células infectadas,
mutadas o dañadas [1, 2]. Este tipo de muerte celular
se realiza de una forma ordenada y silenciosa, y con-
fiere ventajas al conjunto del organismo durante su

ciclo vital. Para definir a este último proceso, y como
sinónimo de muerte celular programada, se acuñó el
término apoptosis, neologismo tomado del griego
clásico (apo: “fuera de” o ”separación” y ptosis:
“caída”) [3]. La muerte por apoptosis es más limpia
que la necrosis; se detectan cambios morfológicos par-
ticulares y la membrana celular, que no se destruye,
engloba a los cuerpos apoptóticos o material celular
(Figura 1). No se produce inflamación ya que las
células fagocitarias reconocen, captan y eliminan los
cuerpos apoptóticos. La apoptosis se puede definir
como “el conjunto de reacciones bioquímicas que
tienen lugar en la célula y que determinan su muerte
de una forma regulada en respuesta a una serie de
acontecimientos fisiológicos o patológicos”. En este
caso, una serie de estímulos o señales hacen que la
célula decida su propia muerte; es lo que se ha cali-
ficado como la muerte que permite vivir. Este tipo de
muerte se ha conservado a lo largo de la escala evo-
lutiva entre organismos tan diversos como los
nemátodos y los mamíferos [4,5]. El programa de
autodestrucción es complejo y se requiere una precisa
coordinación entre la activación y la ejecución de
varios subprogramas de la maquinaria de muerte. Las
características generales de la muerte celular por apop-
tosis y necrosis se recogen en la Tabla I.

Estos dos tipos de muerte celular programada no
dan cuenta de otros mecanismos que hoy se conocen.
Existen procesos intermedios que difícilmente pueden
ser clasificados en uno u otro grupo ya que pueden
compartir algunas de las características de la apoptosis
y de la necrosis; en otros casos, los mecanismos de
muerte no se ajustan a ninguno de estos dos. Además
de la apoptosis, se han descrito otros tipos de muerte
celular programada, que se consideran en el último
epígrafe, que pueden solapar en alguna característica o
ser mutuamente exclusivos [1]. La autofagia se
encuentra entre ellos, y se ha clasificado como una de
esas formas alternativas de muerte celular programada
[6-10]. En la ejecución de la apoptosis, como comen-
taremos posteriormente, participan un grupo de pro-
teasas, las caspasas, por lo que esta vía de muerte
celular programada es dependiente de su actuación. En
varios organismos, incluyendo vertebrados, en algu-
nos casos la muerte fisiológica transcurre a través de
mecanismos que son independientes de la partici-
pación de las caspasas. A modo de ejemplo, los quera-
tinocitos pierden su núcleo como parte de un programa

Figura 1. Esquema ccomparativo dde llas ccaracterísticas mmor-
fológicas dde lla mmuerte ccelular ppor aapoptosis yy ppor nnecrosis. Los
diagramas muestran los cambios morfológicos que se obser-
van en las células apoptóticas y en las necróticas. En las micro-
grafías obtenidas mediante microscopía de transmisión elec-
trónica se compara el núcleo de una célula normal (parte supe-
rior) con el de una célula en la que se ha iniciado el proceso de
apoptosis (parte inferior).



normal de diferenciación y se desprenden de la piel, o
los glóbulos rojos sobreviven 120 días después de la
pérdida de su núcleo y, finalmente, son fagocitados
[2].

MUERTE CELULAR, DESARROLLO Y
HOMEOSTASIS CELULAR

La muerte celular programada, como proceso de
autodestrucción celular controlada, permite al organis-
mo su correcta morfogénesis, así como la renovación y
la eliminación de las células que amenacen su super-
vivencia. Organismos tan diferentes como los nemá-
todos y los humanos han conservado los genes que
codifican para el núcleo de la maquinaria de la muerte
celular [2, 4, 5]. En el desarrollo embrionario y fetal, y
en algunos casos posteriormente, la apoptosis y la au-
tofagia participan en la remodelación y eliminación de
numerosas estructuras, en el control de la superpro-
ducción de células, en la eliminación de células defec-
tuosas y en la formación de células diferenciales
especiales (Figura 2) [7]. Todos estos procesos están
regulados a través de una combinación de señales pos-
itivas y negativas que reciben las células.

En el desarrollo, a veces se forman estructuras que
después es necesario eliminar, formaciones vestigiales
que a lo largo de la evolución han perdido su utilidad,
o aquellas que sólo se requieren en determinados
estadios o puedan ser necesarias sólo para uno de dos
sexos. Un ejemplo sencillo de la remodelación de dis-
tintas estructuras, que remarca las consecuencias del
proceso de muerte celular y que pone de manifiesto
que ésta es necesaria durante la ontogenia, es que los
humanos tengamos cinco dedos individualizados en
cada extremidad. La formación de los dedos se
produce durante el desarrollo fetal por eliminación de
las áreas interdigitales. Por el contrario, la muerte
celular programada está reducida en las extremidades
de los patos por lo que éstas mantienen su carac-
terística pata palmeada. La pérdida de estructuras,
como la cola de los renacuajos durante la metamor-
fosis de los anfibios en respuesta al incremento en
sangre de una hormona tiroidea, la pérdida de la cola
de los embriones humanos en desarrollo, o la meta-
morfosis de insectos, son otros casos donde la impor-
tancia de la apoptosis queda patente. Entre otros
ejemplos están los ductos de Müllerian, que forman el
útero y los oviductos en las hembras de los mamíferos
y que se eliminan por apoptosis en los machos; de
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igual modo, en los machos la testosterona dirige la
muerte de las células de las glándulas mamarias [7].

Un ejemplo reseñable en relación con la muerte
celular, y sobre el que recayó un especial interés en el
inicio del siglo XX, es el desarrollo del sistema
nervioso. Durante el desarrollo se forman neuronas en
exceso, controlándose la excesiva producción de las
mismas con un reajuste de su número por muerte
celular, lo que permite posteriormente un refinamiento
de la inervación al morir aquellas neuronas menos
capacitadas, las incapaces de establecer una conexión
intersticial adecuada. Por otro lado, a la apoptosis se le
ha asignado un papel en el control de eventos del
sistema inmune, como la selección de linfocitos T y B,
la muerte citotóxica de células diana o la inducción de
apoptosis por citoquinas. Las células del sistema
inmune tienen la capacidad de discriminar entre lo
propio y lo extraño, de modo que reconocen a los
agentes o moléculas ajenos a nuestro organismo y los
eliminan. Aquellos clones de linfocitos que han desa-
rrollado la capacidad para reconocer los tejidos
propios se eliminan; se produce una selección negativa
del repertorio de linfocitos que defienden al organismo

frente a todo aquello que es ajeno a él. En el timo las
células autoreactivas se eliminan mediante apoptosis.
Así, se establece la tolerancia que impide la respuesta
frente a antígenos propios y, por tanto, no se desenca-
denan reacciones autoinmunes [11].

Dentro de los procesos de muerte celular pro-
gramada también se incluyen otros tipos de muerte
celular, como la asociada a la senescencia o envejeci-
miento. Este proceso se ha relacionado con una acu-
mulación de daños en su material genético y se ha
descrito una reducción de los telómeros del DNA
celular a lo largo de la vida de las células. Esto se
traduce en una pérdida de la estabilidad de la cro-
matina que ocasiona en último término la muerte de la
célula [12]. También el proceso de diferenciación ter-
minal es otro de los ejemplos. En diferentes tejidos,
como el epitelio intestinal, las células proliferan y se
diferencian; las células diferenciadas no proliferan,
alcanzando un estado en el que la célula no responde a
factores de crecimiento. La diferenciación terminal
está finalmente asociada al proceso de apoptosis y
extrusión de las células al lumen intestinal.
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Figura 2. Muerte ccelular een eel ddesarrollo yy hhomeostasis ccelular. La muerte celular programada está
implicada en numerosos procesos fisiológicos: remodelación de estructuras (como la formación de
los dígitos de las extremidades), eliminación de estructuras que no se van a requerir en otro
momento del desarrollo (metamorfosis de insectos y anfibios), control del número de células y
eliminación de células anormales.



Las células defectuosas o anormales en las que se
ha producido un daño en el DNA también se eliminan
por apoptosis, siendo éstas sustituidas por nuevas
células. Una señal que puede desencadenar la apop-
tosis de una célula es la pérdida de la adhesión a la
matriz extracelular que la rodea. Este caso de apop-
tosis se conoce como “anoikis”.

La apoptosis también es un mecanismo de elimi-
nación de células infectadas por virus, una defensa
frente a la infección viral. Las células eucariotas han
desarrollado varias rutas para minimizar el daño pro-
ducido por una infección viral y eliminar al patógeno;
la muerte celular es una de ellas. Sin embargo, algunos
virus han desarrollado un programa de defensa frente a
esta eliminación que les otorga la capacidad de con-
trolar la superviviencia y muerte de la célula que
infectan. En estos casos, para asegurarse una propa-
gación eficiente, en el genoma viral se encuentran co-
dificadas moléculas que inhiben la apoptosis. De esta
forma, si la célula prolonga su vida, el virus dispone de
más tiempo para multiplicarse. Además, se inhiben las
capasas y se evita la generación de citoquinas inflama-
torias lo que influye en la respuesta inmune [13].

CAMBIOS MORFOLÓGICOS EN LA
APOPTOSIS

Las primeras descripciones de la muerte celular
programada se realizaron observando por microscopía
los cambios morfológicos que se producían en las
células y, posteriormente, las alteraciones a nivel ultra-
estructural se describieron por microscopía elec-
trónica. Esta última técnica permite visualizar el
hinchamiento celular, la formación de vesículas en la
membrana celular, los cambios en el tamaño de las
mitocondrias, la dilatación de retículo endoplásmico,
el número de lisosomas o el estado de la cromatina.
Sin embargo, dada la importancia de la apoptosis por
su relación con ciertas patologías, las técnicas para
evaluar este proceso han proliferado y evolucionado
[14]. Así, hoy en día, a la identificación del tipo de
muerte celular por métodos morfológicos se suman
una serie de ensayos específicos que se pueden con-
siderar como funcionales o bioquímicos, los cuales se
comentarán posteriormente.

La célula apoptótica sufre una serie de cambios
morfológicos que definen el proceso (Figura 1). La

adhesión celular y los contactos intercelulares dis-
minuyen y se produce una pérdida de estructuras espe-
cializadas de la superficie celular (por ejemplo, los
microvilli). En la membrana plasmática, que inicial-
mente se mantiene íntegra, se producen cambios en la
distribución de los fosfolípidos y se forman protu-
siones, proceso conocido como el burbujeo. El
volumen celular disminuye y el citoplasma se con-
densa. El núcleo se reduce y la cromatina se compacta,
adquiriendo una distribución marginal alrededor de la
envoltura nuclear, con agregación de los poros
nucleares y disolución focal de la lámina nuclear. Las
proteínas del citoesqueleto se desensamblan y la
función mitocondrial se reduce. Finalmente, la célula
colapsa, produciéndose una escisión en múltiples
estructuras, denominadas cuerpos apoptóticos, consti-
tuidos por partes del citoplasma y orgánulos rodeados
de membrana plasmática. Todo este proceso ocurre sin
liberación del contenido citoplasmático u orgánulos
subcelulares al medio exterior ya que, a diferencia de
la muerte celular por necrosis, no se produce rotura de
la membrana plasmática. En el ámbito fisiológico, los
cuerpos apoptóticos o picnóticos son retirados del
espacio extracelular por células fagocitarias y, por
tanto, no cursa ningún proceso de respuesta a daño
celular o inflamación [15].

Eliminación de los cuerpos apoptóticos

La muerte por apoptosis es efectiva si los restos
celulares (los cuerpos apoptóticos) se eliminan a través
de un proceso complejo y muy regulado. La limpieza
de estos restos celulares se puede realizar por los
macrófagos “profesionales” o por células vecinas,
fagocitos “semi-profesionales” que manifiestan su
primitivo potencial fagocitario [14].  En C. elegans se
ha descrito la participación de los productos de varios
genes (nuc-1, ced-1, -2, -5, -6, -7, -10 y -12) en el
aclaramiento de las células apoptóticas y, al carecer de
fagocitos especializados, esta función la realizan célu-
las vecinas [7, 16, 17]. Se ha propuesto que si la apop-
tosis se produce en tejidos con un índice bajo de apop-
tosis, la fagocitosis puede correr a cargo de células
vecinas, pero en aquellos tejidos con una elevada tasa
de apoptosis son las células fagocíticas, generalmente
macrófagos, quienes realizan esta función.

¿Cómo se reconoce a los cuerpos apoptóticos para
que se proceda a su eliminación? Las células fagoci-
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tarias claramente reconocen y discriminan entre una
célula apoptótica y una célula viable. La eliminación
específica y efectiva se basa en la existencia de sis-
temas de reconocimiento (receptores) localizados en la
membrana plasmática de los fagocitos y en las señales
denominadas “cómeme” que portan las células apop-
tóticas, moléculas indicadoras de su estado [15]. En las
primeras etapas de la apoptosis la célula que se ha
preparado para morir libera una serie de factores o
señales (“encuéntrame”) que facilitan el reclutamiento
de fagocitos. Entre estas señales, para que se localice
la célula apoptótica, se encuentra la lisofosfatidilcoli-
na, lípido que se secreta, aunque se desconoce el tipo
de receptor del fagocito que lo reconoce [18].

Un mecanismo de reconocimiento se fundamenta
en uno de los eventos tempranos que se produce en la
célula apoptótica, que sirve como marcador particular
de los cuerpos apoptóticos, y que está relacionado con
la asimetría de la membrana plasmática. La distribu-
ción de los fosfolípidos en la membrana plasmática,
bicapa lipídica de composición y orientación precisa
de fosfolípidos, es asimétrica, aunque existe un
dinamismo o intercambio entre los fosfolípidos de
ambas caras. En el mantenimiento de la asimetría están
implicadas varias actividades enzimáticas. La exter-
nalización de la fosfatidilserina (fosfolípido normal-
mente confinado a la cara interna de la membrana plas-
mática) es el resultado de un balance, regulado por los
niveles de calcio intracelulares, entre la actividad de la
aminofosfolípido translocasa y la escramblasa. En las
células apoptóticas se inhibe la aminofosfolípido
translocasa y se activa la escramblasa produciéndose
una pérdida de la asimetría de la membrana plasmáti-
ca. Esto provoca la exposición en la cara externa de la
membrana de moléculas de fosfatidilserina asociadas
en forma de parches: una de las señales “cómeme”. La
fosfatidilserina es reconocida por un receptor especia-
lizado del macrófago.

El reconocimiento de los cuerpos apoptóticos tam-
bién se ha relacionado con otros cambios que se pro-
ducen en las células apoptóticas. Uno de ellos afecta a
los hidratos de carbono de proteínas y lípidos de la
superficie celular. Se ha descrito la pérdida de residuos
terminales de ácido siálico exponiéndose regiones nor-
malmente enmascaradas que, en este caso, pueden ser
reconocidas por las lectinas de la superficie de
macrófagos. Además, hay otros elementos candidatos

a funcionar como señales; son sitios a los que pueden
unirse moléculas del fluido extracelular (como el com-
ponente C1q del complemento o la trombospondina,
entre otras moléculas) que, tras la unión posiblemente
a la fosfatidilserina, marcarían a la célula apoptótica.
Por último, en el fagocito, un repertorio de receptores
reconocería el conjunto de señales. Además de las
lectinas, algunas integrinas de las subfamilias β1, β2,
β3 y β5, receptores de limpieza (scavenger), el receptor
C1q y el receptor CD14, parecen estar implicados en el
reconocimiento de los cuerpos apoptóticos [15,18].

Cabe mencionar que Santiago Ramón y Cajal, en
1911 relata las reacciones degenerativas precoces de
las células de Purkinje tras un traumatismo. Haciendo
referencia a las células necrosadas indica: “El trauma-
tismo mortifica rápidamente las células de Purkinje
próximas a la herida. A las doce horas de la operación
faltan, a menudo, en los bordes de la lesión series de
seis, ocho y más corpúsculos de este género. Y lo
curioso es que no es dable reconocer ni aun sus
reliquias. Un movimiento activo de autolisis y reab-
sorción parece haber consumido hasta los restos del
protoplasma” [19]. La lectura de este párrafo con una
perspectiva actual  relaciona la observación de Ramón
y Cajal con la eliminación limpia de los restos de una
célula apoptótica.

APOPTOSIS: ALGUNOS ANTECEDENTES
HISTÓRICOS

Los estudios sobre la muerte celular programada
son recientes y es a mediados del siglo XX cuando
principalmente se despierta la atención a este proceso.
Se resuelven cuestiones clave que hacen que muchos
grupos de investigación se interesen por este tema. En
los antecedentes históricos también se incluyen hechos
anteriores, como la observación en 1665 de Robert
Hooke de que el corcho y otras materias vegetales
están constituidos por pequeñas cavidades poliédricas
o celdillas. Acuñó el término célula, aunque en
realidad lo que observó eran los nichos de los
cadáveres de las células que habían muerto fisiológica-
mente. En este contexto también se deberían señalar
los estudios realizados en el siglo XIX por, entre otros,
Johannes Evangelista Purkinje, Johannes Müller, o los
de Theodor Schwann, Matthias Schleiden y Rudolf
Virchow, que permitieron edificar durante la primera
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mitad de dicho siglo la teoría celular. La elaboración
del concepto de muerte tiene raíces anteriores, desde
Hipócrates (470-377 a. C), que relata la destrucción de
los tejidos por gangrena, al siglo II en el que Galeno
(129-201) empieza a elaborar el concepto de necrosis,
y a R. Virchow que define dicho concepto en 1858.
Éste último describe dos tipos de muerte celular, la
necrobiosis (término ambiguo referente a la muerte
natural opuesta a la muerte violenta o mortificación) y
la necrosis (degeneración tisular, sinónimo de gan-
grena).

Un resumen sobre algunos estudios clave sobre el
conocimiento de la muerte celular programada se
recoge en la Tabla II [20-50] y se pueden ampliar en
varias revisiones bibliográficas [51-54]. Dada la
copiosidad de publicaciones, se ha seleccionado un
número limitado de los hitos iniciales (siglo XIX) y
algunos del siglo XX, sobre todo los centrados entre
los años 1950 y finales de los años noventa. Como
mención especial se presentan algunos de los trabajos
realizados en Caenorhabditis elegans sobre la muerte
celular programada, ya que éstos culminaron en la
concesión del Premio Nobel de Fisiología y Medicina
a Sydney Brenner, H. Robert Horvitz y John E. Sulston
por sus descubrimientos sobre “la regulación genética
del desarrollo de órganos y la muerte celular pro-
gramada” (Figura 3).

Los primeros datos, el preludio sobre la muerte de
las células como un proceso fisiológico y crítico, se
obtienen a mediados del siglo XIX de los estudios

sobre el desarrollo de los organismos. Uno de los tra-
bajos pioneros es el realizado por Carl Vogt [20],
interesado en la metamorfosis de anfibios; sustenta
que la muerte de las células de la notocorda va seguida
de la neoformación del cartílago por células nuevas.
Aunque no utiliza el término muerte celular, si hace
referencia a la “reabsorción”, destrucción o desapa-
rición de células. En esta época, en la que se analiza la
regresión de los tejidos en la metamorfosis de anfibios
e insectos, la utilización de los primeros y primitivos
microscopios y microtomos, así como el desarrollo de
métodos de fijación de tejidos y de diferentes tinciones
histológicas, permite visualizar lo que sucede en
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células individuales. De este modo, las descripciones
detalladas de las células muertas realizadas por
Walther Flemming [24] se obtienen de preparaciones
realizadas con un fijador de su invención, muy uti-
lizado posteriormente, que estaba compuesto por ácido
acético, óxido de cromo y tetróxido de osmio. W.
Flemming utiliza el término “cromatolisis” para hacer
referencia a la muerte celular, proceso que coincidiría
con lo que hoy se define como apoptosis.

En el siglo XX, además de varios trabajos pun-
tuales previos, se puede destacar el realizado por
Alfred Glücksmann [34] en relación con la ontogenia
en vertebrados, estableciendo que la muerte celular es
un componente normal del desarrollo animal. En 1964
se introduce el concepto de muerte celular pro-
gramada por Richard A. Lockshin y Carroll Williams
[37]. Éstos, en un tiempo en el que la investigación
sobre el tema era escasa, describieron que durante el
desarrollo de un organismo la muerte celular se
produce en lugares y momentos determinados a través
de una serie de eventos programados. John W.
Saunders [38], un año después, en relación a la muerte
en los sistemas embrionarios indica: "..una muerte
celular abundante, a menudo con una fuerza cata-
clísmica, es parte del desarrollo temprano en muchos
animales; es el método habitual para eliminar órganos
y tejidos que son funcionales sólo durante la vida
embrionaria o larvaria…..” y concluye que durante la
embriogénesis, la muerte es un “suicidio, no un
asesinato”

El término apoptosis, del griego caída de las hojas
de los árboles o los pétalos de las flores, se acuña en
1972 por John F. Kerr, Andrew H. Wyllie y Alistair R.
Currie [3] para diferenciar la muerte que ocurre de
forma natural o fisiológica durante el desarrollo de la
muerte patológica por necrosis generada por un daño
agudo. A partir de evidencias morfológicas obtenidas
por microscopía electrónica de tejido hepático
expuesto a toxinas y linfocitos tratados con hormonas,
establecieron las diferencias entre dos tipos de muerte
celular. También describen los cambios estructurales
característicos de la apoptosis en las células que van a
morir en tejidos particulares para mantener el balance
entre proliferación celular y muerte. Proponen que la
muerte por apoptosis responde a un programa de
muerte intracelular que puede ser activado o inhibido
por estímulos tanto fisiológicos como patológicos.

El primer componente descrito del mecanismo
molecular de la muerte celular en mamíferos fue la
proteína Bcl-2 [4], pero la primera evidencia de la
existencia de un programa genético que subyace a la
muerte celular fisiológica se obtuvo de los estudios
realizados sobre el desarrollo del nemátodo Caenor-
habditis elegans [46,47]. Los modelos experimentales
seleccionados en diversas áreas de investigación son
muy útiles si son aplicables o generalizables a otros
sistemas y si proporcionan de forma rápida numerosa
información. Una de las características que éstos
deben tener es ser fácilmente propagados en el labora-
torio y poder ser mani-pulados genéticamente para elu-
cidar el papel de genes implicados en el proceso
seleccionado para el estudio. Dentro de estos modelos
se utilizan en muchos campos a las bacterias, entre
otras razones, por su rápido crecimiento y variedad de
mecanismos reguladores en respuesta a diferentes
condiciones experimentales, el pequeño tamaño de su
genoma y la facilidad para obtener mutantes. Las
levaduras unicelulares tienen la ventaja adicional de
que su organización celular es similar a la de la célula
eucariota, con núcleo y orgánulos subcelulares y, por
tanto, con funciones metabólicas y procesos comparti-
mentalizados. Otros modelos experimentales, aunque
más complejos, también han sido utilizados con éxito
en numerosas áreas de investigación, como por
ejemplo la planta Arabidopsis thaliana, la Drosophila
melanogaster o mosca de la fruta, el pez cebra o los
ratones, así como sistemas de propagación in vitro de
numerosas líneas celulares.

El “gusano” C. elegans ha sido un excelente
modelo experimental y, en relación a la apoptosis, hizo
posible la identificación de los mecanismos que la
regulan. Además, cabe resaltar la homología que existe
no sólo entre los genes implicados en la apoptosis en
C. elegans y en organismos superiores, sino también
entre otros implicados en diversos procesos, lo que ha
permitido extrapolar los datos obtenidos en el gusano a
otros sistemas. C. elegans es un gusano transparente
(lo que permite seguir el destino de cada célula indivi-
dualmente) de aproximadamente 1mm de longitud, de
piel lisa y cuerpo alargado, con un ciclo de vida de tres
días y medio, del que fácilmente pueden obtenerse
diferentes linajes y con un genoma compuesto por
17800 genes que se han secuenciado. Se mantiene y
propaga en el laboratorio en placas de agar con bac-
terias, de las que se alimenta. Éste fue seleccionado
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como un nuevo modelo experimental en los años 60
por Sydney Brenner para estudiar cómo los genes
dirigen la división celular, la diferenciación y el desa-
rrollo del sistema nervioso, estudios que condujeron al
análisis del destino de las células. De hecho, la obser-
vación de que para generar un gusano adulto se pro-
ducen, por sucesivas divisiones, siempre 1090 células,
pero que el gusano adulto tiene 959 células, abrió las
puertas a la investigación sobre la base genética de la
muerte celular programada. Las 131 células pro-
ducidas en exceso (12% del total de células) se
eliminan durante su desarrollo de una forma con-
trolada.

Hoy en día C. elegans continúa siendo un modelo
experimental muy utilizado; desde los años 60 hasta
ahora se han publicado más de 13.000 artículos cientí-
ficos empleando este modelo. John E. Sulston se
incorpora en 1969 al grupo de S. Brenner y se centra
en el estudio del control de los linajes celulares y el
suicidio celular, demostrando en los años 70 que C.
elegans sigue unas pautas rígidas. En la misma línea,
el conocimiento de las bases moleculares y genéticas
del proceso de apoptosis se inicia en 1982 con los
estudios del grupo de H. Robert Horvitz [46], que
describen genes implicados en el control y ejecución
de la apoptosis en C. elegans demostrando que básica-
mente son los mismos en todos los animales [55]. Una

recopilación de los estudios realizados están recogidos
en el discurso de aceptación del Premio Nobel que H.
R. Horvitz tituló “Gusanos, vida y muerte” (Diciem-
bre, 2002).

En 1986, el grupo de H. R. Horvitz inicia el estudio
de los genes que aparecían alterados en mutantes; a
estos genes les denominaron ced (cell death
abnormal). Se identificaron los genes ced-3 y ced-4,
que activaban el proceso de muerte celular, y el gen
ced-9, que lo inhibía. Por tanto, estos genes son
responsables de que una célula viva o muera y consti-
tuyen el complejo ejecutor (Figura 4). Si una célula
expresa los tres genes sobrevive, pero si no expresa el
gen inhibidor de la muerte ced-9, se suicida por apop-
tosis. El conocimiento sobre la actuación de estos
genes ha permitido establecer el dogma “central de la
apoptosis”. La proteína EGL-1 (que sólo contiene un
dominio BH3) se induce en las células que están desti-
nadas a morir e interacciona con la proteína reguladora
CED-9. Esta interacción desplaza a la proteína adap-
tadora CED-4, factor activador de una proteasa, que
promueve la activación de CED-3. Ésta última tiene
actividad proteásica y es una de las efectoras y ejecu-
toras de la apoptosis, que degradan a sus sustratos
diana, desmantelando la compleja estructura celular y
desencadenando la muerte. En vertebrados se ha
descrito una ruta similar, con moléculas homólogas a
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Figura 4. Vía aapoptótica dde mmuerte ccelular pprogramada een C. eelegans y een vvertebrados. En la muerte celular programada, en la que
los genes se conservan a lo largo de la evolución, se requieren: a) proteínas que regulan (estimulan o suprimen) la apoptosis, b) pro-
teínas adaptadoras que interactúan con los reguladores y los efectores y c) las proteínas efectoras (cisteín-proteasas) cuya activación
conduce a la degradación de sustratos intracelulares provocando la muerte celular. Todas las proteínas descritas en C. elegans impli-
cadas en la ejecución de la apoptosis tienen múltiples homólogos en mamíferos; algunos de ellos se muestran en la figura.



las descritas en C. elegans (Figura 4). Sin embargo, el
escenario es mucho más complejo, el número de
moléculas reguladoras y efectoras es superior y,
además, existen mecanismos reguladores adicionales
[56].

Otro de los problemas planteados, al que dio
respuesta J. E. Sulston, es el referente al destino de los
cadáveres de las células muertas, que además explica
por qué no se detectó antes la apoptosis a pesar del
elevado número de células que pueden morir a diario
en un organismo. Las células se suicidan de forma
discreta y sus restos son eliminados limpiamente sin
que queden vestigios de la muerte, confirmando que el
proceso de aclaramiento de células apoptóticas es muy
eficaz. J. E. Sulston caracterizó otros mutantes ced en
los que las células morían pero se producía una acumu-
lación de los cadáveres A partir de ese momento se
empezó a identificar a los genes implicados en este
proceso.

La capacidad de Bcl-2, el homólogo del gen anti-
apoptótico ced-9, para prevenir la muerte celular pro-
gramada en C. elegans [4,5], y la existencia de otros
genes que controlan la apoptosis equivalentes en
mamíferos y C. elegans [49], pone de manifiesto que
este proceso está altamente conservado a lo largo de la

evolución, que es básico y universal. Todas las células
expresan los componentes moleculares que les per-
miten "suicidarse" en función de las señales proce-
dentes del entorno celular o de su interior.

Desde el principio de los años 90, la investigación
sobre el proceso de apoptosis se ha incrementado año a
año de forma vertiginosa y fascinante. Como se puede
observar en la Figura 5, las publicaciones sobre apop-
tosis han aumentado de forma exponencial; en los siete
años de este siglo se contabilizan más de 100.000
artículos científicos. Aquellas que hacen referencia a la
proteína Bcl-2 o a miembros de su familia, al igual que
las de caspasas, engrosarían aun más los números. El
porcentaje de publicaciones sobre apoptosis, del total
de artículos científicos en el área de la salud, supera ya
el 2%.

Además de su importancia como fenómeno bioló-
gico, la apoptosis se ha relacionado con varias enfer-
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Figura 5. Evolución ddel nnúmero dde ppublicaciones ssobre aapop-
tosis yy mmoléculas iimplicadas een eeste pproceso. En la gráfica se
representa la evolución anual del número de publicaciones en
las que se hace referencia a los términos “apoptosis”, “Bcl-2”,
y “caspasa”. La base de datos utilizada ha sido el servidor
PubMed de la U.S. National Library of Medicine y del National
Institute of Health (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).
Asimismo, se indica el año en el que se cita por primera vez
cada término y, en el inserto, se agrupa el número total de
publicaciones a lo largo de varios años.

Figura 6. Patologías aasociadas ccon aalteraciones een eel pproceso
de aapoptosis. En la tabla se enumeran algunas de las
patologías en las cuales se ha observado una relación directa
con alteraciones en el equilibrio entre los procesos de muerte
celular programada y de proliferación celular, bien por incre-
mento o por inhibición de la apoptosis.



medades en las que se produce un desequilibrio entre
el balance de proliferación y muerte celular (Figura 6).
Así, la patogénesis de varias enfermedades humanas
revela que el componente apoptótico puede contribuir
tanto a la progresión de la enfermedad como incluso
dar cuenta de ella. Un exceso de apoptosis causa
patologías asociadas a pérdida de células (procesos
degenerativos), mientras que una disminución provoca
un incremento descontrolado del número de células,
modificando el recambio celular. Además, alteraciones
en la eliminación de los cuerpos apoptóticos también
pueden contribuir a un desequilibrio en la homeostasis
celular [57]. Por ejemplo, en las enfermedades cró-
nicas neurodegenerativas como el Alzheimer y el
Parkinson, se ha descrito una muerte celular a través
de una ruta endógena suicida [58]. Otro de los aspectos
a considerar es la respuesta de los tumores a diferentes
terapias como la hormonal, la quimioterapia, la
radioterapia o el tratamiento con agentes biológica-
mente activos, que dependerá, al menos en parte, de la
capacidad de desencadenar la apoptosis u otros tipos

de muerte celular. La adquisición de resistencia de las
células tumorales, no respondiendo a la terapia, puede
residir en una desregulación de algunas de las etapas
de la apoptosis [59]. Es de desear, y parece un futuro
prometedor, que los conocimientos básicos sobre la
apoptosis, vías que gobiernan su ejecución y la elimi-
nación de los cuerpos apoptóticos, puedan ser apli-
cados al diseño de fármacos que activen o inhiban
selectivamente la muerte de las células. En la página
web de la red española de apoptosis
(http://apored.bq.uam.es) se puede encontrar infor-
mación tanto divulgativa como sobre diferentes líneas
de investigación relacionadas con apoptosis.

MOLÉCULAS IMPLICADAS EN EL
PROCESO DE APOPTOSIS: EFECTORES

INTRACELULARES

Varias familias de moléculas están implicadas en la
muerte celular programada. La fecha de identificación
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de algunas de las primeras moléculas fundadoras de
dichas familias, o de alguna proteína clave en dicho
proceso, se recoge en la Tabla III [60-75]. Los
acrónimos por los que se reconocen a algunas de las
moléculas que participan en la apoptosis, se detallan
en la Tabla IV.

Familia de proteínas Bcl-2

Existen al menos una veintena de miembros de esta
familia de proteínas en mamíferos [76,77]. La primera
que se describió, estructura prototipo y que da nombre
a esta familia, es la proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma-
2) [60]. En C. elegans, una de las proteínas encargadas
de llevar a cabo el programa de apoptosis, CED-9,
muestra una gran similitud tanto estructural como fun-
cional con Bcl-2, impidiendo la activación por CED-4
de la proteína CED-3 efectora de la apoptosis (Figura
4).

Los miembros de esta familia tienen actividades
opuestas que median la muerte celular y también están
implicados en otros procesos como tumorigénesis y
respuesta celular a la terapia antitumoral. Las proteínas
se pueden clasificar en subfamilias atendiendo a dife-
rencias estructurales y funcionales. En dependencia de
cómo afectan al proceso de muerte celular se describen
dos tipos de proteínas: anti-apoptóticas, si lo bloquean
(por ejemplo Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Bcl-b y Mcl-1), y
las pro-apotóticas (por ejemplo Bax y Bak), entre las
que también se incluyen aquellas que contienen sólo
un dominio BH3 [1,78]. En la Figura 7 se comparan
los dominios estructurales de las proteínas de la
familia Bcl-2 y también se incluyen, en los correspon-
dientes grupos, las proteínas homólogas en C. elegans,
CED-9 y EGL-1.

Una característica estructural común de los miem-
bros de esta familia es la presencia de regiones
homólogas a Bcl-2 denominadas BH (Bcl-2
Homology; BH1-BH4). Los dominios BH carecen de
actividad enzimática y están implicados en los pro-
cesos de asociación de cadenas polipeptídicas; deter-
minan la capacidad de estas proteínas para
interaccionar entre ellas, formando homo y hete-
rodímeros, o con otras proteínas no relacionadas. Sin
embargo, el efecto ejercido sobre el proceso de apop-

tosis parece no correlacionarse con el número y tipo de
heterodímeros que forman los miembros de esta
familia, sino con los niveles libres de Bcl-2 y Bax [79].
Los dominios BH1 y BH2 se encuentran en todas estas
proteínas y la secuencia del dominio BH3 es diferente
en las proteínas pro- y anti-apoptóticas [77,80,81].
Además, BH4 está presente exclusivamente en la sub-
familia anti-apoptótica y es el dominio responsable de
interaccionar con componentes del megacanal mito-
condrial impidiendo que se produzcan alteraciones en
dichos orgánulos asociadas con la apoptosis. De
hecho, las caspasas pueden actuar sobre las proteínas
anti-apoptóticas eliminando el dominio BH4 de su
estructura.

Dentro de los miembros pro-apoptóticos se
encuentran las proteínas que sólo tienen el dominio
BH3 (Bad, Bid, Bik y Bim); algunas de ellas poseen un
dominio transmembrana (Figura 7). Excepto por el
dominio BH3, no muestran homología con Bcl-2 y
forman una subfamilia o grupo estructuralmente
diverso. Se ha descrito que, para regular el inicio de la
apoptosis, varias de estas proteínas se pueden activar
por diferentes vías, como por ruptura proteolítica, fos-
forilación y miristoilación. Estas proteínas se pueden
unir e inhibir a las anti-apoptóticas y, por tanto, pro-
mover la apoptosis. En último término, actúan sobre la
mitocondria induciendo la liberación de citocromo c y
otros factores apoptogénicos, promoviendo finalmente
la apoptosis [78].

Bcl-2 posee los cuatro dominios BH; es una pro-
teína anti-apoptótica que está localizada en la mem-
brana mitocondrial externa y mantiene la integridad de
la mitocondria. Además, ejerce su actividad interaccio-
nando, y por tanto inhibiendo a proteínas pro-apop-
tóticas. Por otro lado, Bax es uno de los miembros
pro-apoptóticos más significativos de esta familia.
Posee los dominios BH1, BH2 y BH3, aunque BH1 y
BH2 son los que guardan homología con Bcl-2. Bax
está ampliamente expresada en distintos tejidos y su
sobreexpresión acelera la muerte en respuesta a dis-
tintas señales. Los efectos de prevención de apoptosis
ejercidos por Bcl-2 y de promoción por Bax son
dependientes de su interacción con membranas. Por
ello, la mayor parte de estas proteínas poseen un
dominio carboxilo terminal transmembrana (excepto
algunas proteínas de la subfamilia BH3 como Bid y
Bad). Éste facilita su inserción en membranas
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intracelulares (la cara externa de la membrana mito-
condrial, el retículo endoplásmico y la envoltura
nuclear). La similitud estructural de Bcl-XL con los
dominios de formación de poros de la toxina de la dif-
teria y de las colicinas A y E1 sugirió que Bcl-XL, y
otros miembros de la familia, podrían regular la apop-
tosis a través de la formación de poros [82]. En este
sentido, se ha descrito que Bcl-2 puede regular el flujo
de protones para mantener el potencial de membrana
mitocondrial en pre-sencia de estímulos que provocan
una disminución del mismo [83]. La inducción de
apoptosis implica que la proteína Bax citoplasmática
migre y se una a la membrana mitocondrial. Bax y Bak
pueden actuar interaccionando con componentes del
megacanal mitocondrial o bien pueden formar un canal
oligo-mérico que conduce a un daño mitocondrial
[84,85]. La formación de poros incrementa la perme-
abilidad mitocondrial y permite la liberación de los
factores apoptogénicos [AIF (Apoptosis-Inducing

Factor), citocromo c, calcio, especies reactivas de
oxígeno (ROS; Reactive Oxygen Species), etc.]. El
mecanismo que media el efecto de Bcl-2 parte proba-
blemente de su localización en la membrana mitocon-
drial externa donde se unirá a Bax impidiendo la
formación de poros en dicha membrana y, por tanto, la
liberación de factores que desencadenarían el proceso
apoptótico [85,86].

La familia de las caspasas

La maquinaria de transmisión de las señales apop-
tóticas es compleja. Se puede iniciar a través de dis-
tintas vías dependiendo del estímulo recibido por la
célula. Una vez iniciada la señal, ésta se transmite a
través de distintas proteínas adaptadoras. Sin embargo,
todas las señales convergen al final en la activación de
una familia de cisteín-proteasas, denominadas cas-
pasas, que cortan a la proteína diana detrás de un
residuo de aspártico, de ahí el nombre que reciben
(cystein-dependent aspartate-directed proteases). El
término caspasa se introduce como nombre trivial en
1996 [73] para designar a los miembros de la familia
de las proteasas ICE/CED3 y homogeneizar la nomen-
clatura. Las caspasas son las encargadas, en último
término, de ejecutar el proceso de muerte celular y
activan a otras enzimas que degradan múltiples pro-
teínas, con el consiguiente desmantelamiento de la
arquitectura celular. La implicación de estas proteasas
en los procesos de apoptosis está ampliamente docu-
mentada [73, 77].

Hasta el momento, en humanos se conocen 11
miembros de esta familia de proteínas [1]. La primera
proteasa descrita en mamíferos se denominó ICE
(Interleukin-1β-Converting Enzyme) o caspasa-1. Ésta
es precisamente uno de miembros de la familia al que
no se le ha relacionado con el proceso de la apoptosis
sino con el de la inflamación, ya que es responsable de
la ruptura y activación de la interleuquina 1β, una cito-
quina proinflamatoria. El análisis filogenético revela
que existen dos subfamilias de caspasas [87]. La sub-
familia de la caspasa-1 (caspasas 1, 4, 5 y 11-14), que
se han implicado en el control de la inflamación, y la
subfamilia de la caspasa-3 (caspasas 3 y 6-10), que
están especializadas en desencadenar y ejecutar la
muerte por apoptosis. La caspasa-2 es estructural-
mente similar a la subfamilia de la caspasa-1 pero su
función la ubica en la subfamilia de la caspasa-3.
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Figura 7. Regiones hhomólogas dde aalgunos mmiembros dde lla
familia BBcl-22 yy dde llas ccorrespondientes pproteínas een C. eelegans.
En la figura se representan de forma esquemática las proteínas
de la familia Bcl-2, y sus análogos en C. elegans CED-9 y EGL-
1, agrupados por subfamilias en función de su actividad anti-
o pro-apoptótica. Además, se indican las regiones BH y las
regiones transmembrana (TM). En la proteína Bcl-2 se ha
descrito la existencia de un bolsillo hidrofóbico (que engloba a
las regiones BH3, BH1 y BH2) responsable de la interacción de
Bcl-2 con los dominios BH3 de las proteínas pro-apoptóticas.



Las caspasas se sintetizan en forma de zimógenos
(proenzimas inactivas o pro-caspasas). Se activan por
proteólisis limitada y asociación de subunidades [88],
adquiriendo su capacidad catalítica para degradar a su
vez a sus sustratos diana. En la estructura de las pro-
caspasas se pueden distinguir tres dominios: el prodo-
minio amino terminal, la subunidad grande (de
aproximadamente 20 kDa) y la subunidad pequeña (de
10 kDa). La longitud del prodominio es muy variable y

éste está implicado en la regulación de la activación.
En esta región se localiza un dominio de reclutamiento
de caspasa (CARD; Caspase-Recruitment Domain) o
el dominio efector de muerte (DED; Death-Effector
Domain), que típicamente facilitan la interacción con
proteínas que contengan dominios iguales. Aquellas
caspasas que poseen un prodominio largo parecen
estar implicadas en la iniciación del proceso de apop-
tosis y se denominan caspasas iniciadoras o acti-
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Figura 8. Mecanismos dde aactivación ee iinhibición dde ccaspasas. (A) Las caspasas se sintetizan
bajo la forma de proenzima inactiva que, en general, requiere una activación proteolítica por
eliminación del prodominio y separación de las subunidades pesada (p20) y ligera (p10). Esta
rotura se produce siempre detrás de residuos de ácido aspártico. Tras la digestión proteolíti-
ca, las caspasas efectoras (p.e. caspasa-3) forman un heterotetrámero activo, compuesto por
dos subunidades pesadas y dos ligeras, con dos centros catalíticos por tetrámero. Las cas-
pasas efectoras pueden inhibirse de forma competitiva por unión a los centros activos de
inhibidores virales (CrmA o p35), proteínas inhibidoras de la apoptosis como XIAP, o pépti-
dos sintéticos inhibidores como el z-VAD-fmk. (B) Tras la activación proteolítica, los dímeros
de cadenas pesadas y ligeras se encuentran en equilibrio conformacional y sólo una de las
conformaciones es capaz de formar el tetrámero activo. Algunos inhibidores sintéticos, como
el “compuesto 34”, pueden ejercer una inhibición alostérica al unirse a un residuo de cisteí-
na en la interfase, estabilizando la conformación inactiva e impidiendo la formación del
tetrámero.



vadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10; se autoactivan e inician
el proceso proteolítico sobre otras caspasas). El prodo-
minio de la caspasa-9 está implicado en la formación
del complejo multimérico denominado apoptosoma.
Las caspasas con un prodominio corto se activan por
las caspasas iniciadoras para ejecutar el programa de
apoptosis y se las conoce como caspasas efectoras
(caspasas 3, 6 y 7). Éstas son, en último término, las
que degradan una amplia gama de sustratos durante la
apoptosis [87].

Las caspasas se activan una vez iniciadas las dis-
tintas vías de señalización del programa de apoptosis.
La activación de cada caspasa requiere un mínimo de
dos roturas proteolíticas: una, en la que se separa el
prodominio del resto de la molécula, y otra, que da
lugar a las subunidades grande y pequeña (Figura 8A).
Estos cortes, en los que están implicados residuos de
aspártico, ocurren de un modo ordenado y van
seguidos de la asociación de dos de cada una de estas
subunidades para formar una estructura tetramérica.
Esta asociación puede ser homo- o heterodimérica,
generando una enzima con dos centros activos y una
especificidad absoluta de corte detrás de un residuo de
aspártico. Todo ello implica que estas enzimas puedan
ser activadas bien autocatalíticamente o bien en
cascada por otras enzimas con especificidad similar.
En células sanas las caspasas iniciadoras existen en
forma monomérica mientras que las efectoras
aparecen como dímeros preformados [77]. Además,
también se ha descrito que algunas caspasas se pueden
activar por cambios conformacionales.

Las caspasas y la ejecución bioquímica

¿Cómo ejecutan las caspasas el programa de apop-
tosis? Las caspasas, aunque son extraordinariamente
selectivas como proteasas, ejercen su actividad proteo-
lítica sobre un amplio número de sustratos. En éstos
rompen el enlace peptídico detrás de un residuo de
aspártico, pero lo que reconocen son diferentes
motivos tetrapeptídicos (-DEVD-, -LETD-, -LEHD-
son reconocidos por las caspasas 3, 8 y 9, respectiva-
mente), confiriéndoles cierta especificidad de sustrato.
A su vez, las caspasas inactivas pueden ser sustrato de
las activas, desencadenándose una cascada de manera
que unas caspasas activan a otras siguiendo un orden
jerárquico [89].

La proteolisis de muchos de los sustratos de cas-
pasas es la responsable de los numerosos cambios
metabólicos y estructurales que se desencadenan
durante el proceso de apoptosis. Actúan sobre un gran
número de proteínas, tanto citoplasmáticas como
nucleares, con actividades y participación en procesos
celulares tan diversos como: metabolismo y reparación
del DNA, fosforilación de proteínas, transducción de
señales, regulación del ciclo celular y proliferación.
Además, están relacionadas con proteínas responsa-
bles de enfermedades genéticas humanas y proteínas
que participan directamente en apoptosis [86]. Entre
las dianas de las caspasas se puede destacar a
ICAD/DFF45 (Inhibitor of Caspase Activated
DNase/DNA Fragmentation Factor 45; molécula que
mantiene inhibida a la desoxinucleasa activada por
caspasa responsable de la degradación del DNA
durante la apoptosis), las relacionadas con la
reparación del DNA y con los procesos de replicación
y transcripción del DNA (DNA-PK), la poli-(ADP-
ribosa)-polimerasa (PARP: Poly-(ADP) Ribose
Polymerase) y proteínas estructurales como las lami-
nas nucleares y la citoqueratina 18.

Inhibidores de caspasas

Debido a los efectos letales provocados por las cas-
pasas no es de extrañar que su actividad esté sometida
a un estricto control ejercido a distintos niveles. Así,
además de la compartimentalización subcelular, se
puede producir una regulación transcripcional a través
de distintos agentes, como el interferón γ, que afectan
a la expresión génica de diferentes caspasas [90]. Por
otro lado, se han descrito distintos tipos de modifica-
ciones post-traduccionales (nitrosilación, fosfori-
lación, etc.) que pueden modular la actividad de estas
proteasas [87]. Además, existen mecanismos especí-
ficos de regulación como la actuación de inhibidores
de las caspasas [91].

Los primeros inhibidores descritos son de origen
viral (Figura 8A). El inhibidor CrmA (Cytokine
response modifier A), producto de un gen de virus
Cowpox, inhibe a las caspasas 1 y 8, y a la caspasa-10
humana. De esta forma, previene la activación de la
apoptosis bloqueando al receptor de TNF (Tumor
Necrosis Factor; de la vía de los receptores de
muerte). El segundo inhibidor, producto de un bacu-
lovirus que no infecta a células humanas, es p35, que
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tiene un amplio espectro de actuación: inhibe a las cas-
pasas 1, 3, 6, 7, 8 y 10. Se ha propuesto un mecanismo
de actuación de inhibidores como CrmA, p35 y otras
moléculas sintéticas; se unen como pseudosustratos al
centro catalítico de las caspasas diana inhibiendo su
actividad catalítica. Por el contrario, otros inhibidores,
como el compuesto 34 (inhibidor sintético), se unen a
un centro alostérico de la estructura dimérica inacti-
vando a la caspasa (Figura 8B) [92]. Por otro lado, se
ha descrito una familia de proteínas de mamíferos
denominada IAP (Inhibitor-of-Apoptosis Protein) que
son capaces de unirse e inactivar a distintas caspasas
(3, 7 y 9). Se conocen varios miembros de esta familia
en mamíferos (cIAP-1, cIAP-2, XIAP, ILP-2, NAIP y
la survivina), aunque excepto XIAP1, los demás
parece que no inhiben a las caspasas a concentraciones
fisiológicas [93]. Además de estos inhibidores directos
se han descrito otras moléculas, como las proteínas
CARP1 y CARP2 (CARP: Cell-cycle Apoptosis Regu-
latory Protein), que se asocian a las caspasas 8 y 10 e
inhiben la señal de la vía de los receptores de muerte.
Por los dominios estructurales que tienen los
inhibidores proteicos se ha propuesto que un meca-
nismo de actuación sería evitar la dimerización de las
caspasas, o unirse a las procaspasas, por ejemplo a la
procaspasa-9, impidiendo su activación. Sin embargo,
otro mecanismo se basa en que uno de los dominios,
denominado RING (Really Interesting New Gene;
RING-finger, motivo estructural de dedo de zinc),
puede reclutar a enzimas conjugadas con ubiquitina
ligasa E2, que catalizarían la transferencia de ubi-
quitina a diferentes sustratos, entre ellos la capasa-3.
Éstos quedarían marcados como dianas para su
degradación por el proteasoma [94]. A este repertorio
de inhibidores, y con vistas a tratamientos terapéu-
ticos, hay que sumar el desarrollo de los inhibidores
sintéticos de diversa naturaleza. Se han descrito, entre
otros, péptidos unidos a diferentes grupos que incre-
mentan su estabilidad y eficacia que están basados en
la secuencia de los sustratos de caspasas (por ejemplo
z-VAD-fmk) y que actúan como pseudosustratos
(Figura 8A y B) [91].

RUTAS DE SEÑALIZACIÓN DEL
PROCESO DE APOPTOSIS

La apoptosis, como proceso activo dependiente de
energía, se puede iniciar por una gran variedad de estí-

mulos, intracelulares o extracelulares, participando las
células en su propia muerte de una forma organizada y
eficiente. Un conjunto variado de moléculas que
pueden sobreexpresarse o activarse, o que pueden
reprimirse o inhibirse, están implicadas en la apop-
tosis. La estimulación de moléculas pro-apotóticas o la
inhibición de factores anti-apoptóticos dependen del
tipo celular y del insulto. Se ha descrito una redun-
dancia asociada a una especialización funcional de las
moléculas que constituyen las diferentes familias
implicadas en el desarrollo del programa apoptótico.
La multiplicación de los reguladores de la muerte
celular permite que los miembros de una familia
puedan realizar su función según su localización sub-
celular o, por ejemplo, dependiendo de las interac-
ciones proteína-proteína que puedan establecer. Esta
división de labores permite a los organismos multi-
celulares detectar y responder diferencialmente a dis-
tintos estímulos. Así, en humanos, en la muerte
inducida a través de receptores de muerte y por estrés
de retículo endoplásmico o genotóxico, participan las
caspasas 8, 4 y 2, respectivamente.

El programa de apoptosis se desarrolla en varias
etapas. En la primera, etapa efectora o de determi-
nación, la célula reacciona ante un estímulo deter-
minado o ante su ausencia (señales de desarrollo,
estrés celular, alteración del ciclo celular, etc.) deci-
diendo iniciar el proceso de apoptosis. En la segunda,
etapa de ejecución o degradativa, la célula sufre un
conjunto de alteraciones moleculares que desenca-
denan la muerte celular. A éstas hay que añadir la fase
de limpieza o eliminación de los cuerpos apoptóticos.
Las diferentes rutas a través de las que se regula el
proceso de apoptosis, así como las moléculas impli-
cadas en su activación y ejecución, se muestran en la
Figura 9 [77,78].

Vía de los receptores de muerte

Una primera ruta de señalización del proceso de
apoptosis tiene su origen en la membrana celular a
través de lo que se conoce como vía extrínseca o de
receptores de muerte. Estos receptores pertenecen a
la superfamilia del receptor de TNF (TNFR) cuyos
miembros tienen en común un dominio extracelular
rico en cisteína, un dominio transmembrana y una
secuencia en su dominio citoplasmático para acoplar el
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Figura 9. Vías dde sseñalización qque cconducen aa lla mmuerte ppor aapoptosis. Dependiendo del tipo de estímulo apoptótico, se pueden
activar distintas rutas iniciadoras de la cascada de señales del programa de apoptosis. La vía eextrínseca, mediada por los receptores
de mmuerte, se inicia en la membrana plasmática tras la unión de distintos ligandos (por ejemplo, FasL, TNF o TRAIL) a sus respectivos
receptores de muerte (Fas, TNFR1 o TRAILR1/R2, respectivamente). Este hecho provoca la homotrimerización del receptor que, a través
de proteínas adaptadoras (como FADD), activa a la pro-caspasa 8. En la vía mmitocondrial oo iintrínseca, la familia de proteínas Bcl-2
regula la liberación de calcio, ROS (especies reactivas de oxígeno) y proteínas apoptogénicas (citocromo c, Apaf-1 y AIF) que pueden
activar a la pro-caspasa 9. A su vez, la expresión de los distintos miembros de la familia Bcl-2 puede estar regulada por estímulos pro-
apoptóticos, como el daño en el DNA. En este caso, dicho daño induce a través de las quinasas ATM o DNA-PK, la activación de p53
que, a su vez, promueve la transcripción de los genes pro-apoptóticos de esta familia (p.e. Bax) y reprime las de los anti-apoptóticos
como el propio Bcl-2. La activación de las pro-caspasas implica la liberación del prodominio y la separación proteolítica de las sub-
unidades grande (morado) y pequeña (rosa), con la posterior asociación de dos subunidades grandes y dos pequeñas dando lugar a
la especie activa con dos centros catalíticos (verde). Las caspasas iiniciadoras activan a las caspasas eejecutoras, que son las desenca-
denantes de los diversos procesos celulares que conducen finalmente a la muerte celular por apoptosis. Existen otras vías de acti-
vación intrínseca del proceso de apoptosis, como la que produce la activación dependiente de p53 de la caspasa-2 que, a su vez,
induce la liberación mitocondrial de la oxidorreductasa AIF y la endonucleasa mitocondrial EndoG, que se dirigen al núcleo y pro-
mueven la degradación de nucleosomal de la cromatina. El estrés de retículo endoplásmico es otra de las vías intrínsecas de induc-
ción de apoptosis en la que se altera de la homeostasis de calcio; en esta ruta está implicada la caspasa-12.



receptor con el resto de la maquinaría apoptótica.
Estos receptores también participan en el control de
otros procesos como la respuesta inmune e inflama-
toria, la homeostasis ósea y el desarrollo y diferen-
ciación de estructuras epiteliales.

La señal se inicia tras la unión de los correspon-
dientes ligandos (citoquinas pro-apoptóticas y pro-
inflamatorias como FasL, TNF, etc.) a sus respectivos
receptores de muerte (Fas, TNFR1, TRAILR1, etc.)
[95,96]. La unión del ligando provoca la homotrimeri-
zación del receptor y, de este modo, el receptor de
muerte es capaz de reclutar proteínas adaptadoras
hacia la membrana celular. Este proceso implica la
interacción homofílica entre los dominios de muerte
DD (Death Domain) de los receptores con los de las
moléculas adaptadoras (proteínas puente entre el
receptor y la caspasa) como la proteína FADD (Fas
Associated Death Domain). Las moléculas adapta-
doras poseen los dominios efectores de muerte DEDs
capaces de interaccionar homofílicamente con algunos
miembros de la familia de las caspasas provocando su
activación. Así, se forma un complejo de señalización
de muerte (DISC; Death-Inducing Signaling
Complex) que contiene a la proteína FADD y las cas-
pasas 8 o 10. La activación de la procaspasa-8 requiere
su asociación con la molécula adaptadora FADD a
través de los dominios DED, situándose la caspasa-8
en la vía apoptótica mediada por receptores de muerte
[97,98]. La caspasa-8 se activa, dirigiendo de esta
forma la ejecución de la apoptosis ya que, a su vez,
activa a las caspasas ejecutoras. Además, la caspasa-3
puede eliminar un dominio de la proteína Bid amplifi-
cando la señal de muerte celular ya que causa un daño
a la mitocondria.

Por otro lado, a través de la vía de señalización de
los receptores de muerte, la activación de las caspasas
puede ser regulada por la proteína FLIP (Flice-like
Inhibitory Protein). Ésta contiene el dominio DED, lo
que le permite unirse al prodominio de la procaspasa-8
bloqueando la interacción de dicha caspasa con los
complejos receptor-proteína adaptadora e interfiriendo
en el proceso apoptótico.

Vía mitocondrial

El orgánulo mediador central de una segunda vía es
la mitocondria, que también puede ser mediador de la

necrosis y de la autofagia. La importancia de estos
orgánulos es manifiesta ya que defectos en la cadena
de transporte electrónico pueden inducir la formación
de ROS causando peroxidación lipídica y daños en la
membrana [99]. En 1994 se propone a la mitocondria
como una de las primeras dianas durante la apoptosis.
Además de otros estudios previos puntuales que rela-
cionaban la apoptosis y la mitocondria, en esa fecha se
describen los cambios observados en las etapas ini-
ciales de la apoptosis: el potencial de membrana mito-
condrial disminuye asociado a un desacoplamiento de
la cadena de transporte electrónico y síntesis de ATP, y
se reduce la traducción [100]. La permeabilidad de la
membrana mitocondrial está controlada por un poro
complejo conocido como el megacanal mitocondrial o
el poro de transición de permeabilidad mitocondrial,
que mantiene la homeostasis de la matriz mitocondrial.
La apertura de este canal poliproteico conduce a un
incremento en la permeabilidad de la membrana
interna permitiendo la entrada o salida de diferentes
moléculas, proceso que está estrictamente controlado.
Como componentes mínimos de este poro se ha
descrito a la proteína de la membrana interna ANT
(Adenine Nucleotide Tanslocator), a VDAC (Voltage-
Dependent Anion Chanel) de la membrana externa y la
ciclofilina D de la matriz mitocondrial. Algunos
miembros de la familia Bcl-2 regulan la actividad de
canal de las proteínas ANT y VDAC [99,101].

Una gran parte de estímulos apoptóticos (estrés
celular, drogas, radiaciones, agentes oxidantes, etc.)
utilizan esta segunda ruta de señalización que se
conoce como la vía mitocondrial o intrínseca, que
está regulada por proteínas de la familia Bcl-2 (Figura
9) [102]. Los daños mitocondriales y la liberación de
proteínas mitocondriales amplifican la señal apop-
tótica en células de mamífero; cambios en la permea-
bilidad de la membrana mitocondrial causan la
liberación al citoplasma de más de 40 moléculas impli-
cadas en la apoptosis. Entre ellas se liberan de la mito-
condria al citoplasma diversas proteínas apoptogénicas
como el citocromo c, el factor inductor de apoptosis
AIF, la endonucleasa G, la proteína Smac/DIABLO
(Smac: Second mitochondria-derived activator of cas-
pases; DIABLO: Direct IAP Binding Protein with low
isoelectric point) y la serín-proteasa Omi/Htr A2
(Oocyte Maturation Inhibitor/High temperature
requirement protein A2). Además, se genera un flujo
de calcio y se liberan ROS.
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La liberación del citocromo c es un evento crítico
ya que éste interacciona con la proteína citosólica
Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1). Esta
última actúa como molécula adaptadora en esta vía,
con dATP y, posteriormente con la pro-caspasa-9
[79,80]. Se forma el megacomplejo heptamérico
conocido como apoptosoma que ejecuta el programa
apoptótico [103]. La formación del complejo conduce
a un cambio conformacional y activación de la pro-
caspasa-9 que, a su vez, rompe el prodominio de cas-
pasas efectoras, como las caspasas 3, 6 y 7,
activándolas. El proceso global requiere energía y que
la maquinaria de la célula no esté muy dañada; si el
daño alcanza ciertos niveles, la célula que ha iniciado
las primeras fases de la apoptosis puede continuar su
muerte vía necrosis.

Otra de las proteínas que se libera de la mitocondria
es AIF (Figura 9), una oxidorreductasa mitocondrial
que, a diferencia del citocromo c, una vez en el cito-
plasma se transloca al núcleo y activa a la PARP-I.
Como resultado el DNA se fragmenta de forma inde-
pendiente de la actividad de las caspasas. Cuando la
proteína pro-apotótica Smac/DIABLO se libera al
citoplasma, interacciona con inhibidores endógenos de
las caspasas (IAP) [104] neutralizándolos y, por tanto,
previniendo el bloqueo de la apoptosis.

Los daños mitocondriales se pueden originar por
diversos mecanismos. Las proteínas pro-apoptóticas,
como Bax y Bak, pueden interaccionan con VDAC
[84]. Así, se ha descrito que en ausencia de señales
apoptóticas esta proteína de la membrana externa
interacciona con Bax controlando de esta forma los
efectos letales que ejerce Bax. Sin embargo, si se
recibe una señal de muerte, miembros de la familia
Bcl-2 como Bid o Bad desplazan a VDAC. Bax y Bak
se activan y la membrana mitocondrial se hace per-
meable, liberándose las proteínas mitocondriales apop-
togénicas que activan esta ruta. Por otro lado, Bax
puede cooperar con ANT formando un canal
oligomérico letal en la membrana mitocondrial. Otros
daños mitocondriales también pueden ser originados
por la inducción de un influjo de potasio o por una
interacción con la caspasa-2 (que ocurre independien-
temente de su actividad de caspasa).

La vía intrínseca está estrictamente controlada por
miembros de la familia Bcl-2 y, principalmente,
conduce a la activación de caspasa-9. Sin embargo, en

algunos tipos de células (p.e. hepatocitos), esta vía
puede operar en ausencia de caspasa-9 o de su acti-
vador Apaf-1. En este caso la vía extrínseca queda
interrelacionada con la intrínseca formándose un bucle
de amplificación de la señal mediada por receptores de
muerte. En este bucle interviene la proteína pro-apop-
tótica Bid que se procesa en dos fragmentos por la
caspasa-8. Uno de ellos, el C-terminal (tBid), actúa
sobre la mitocondria haciendo que se libere el
citocromo c. Por tanto, Bid funciona como un puente
de unión entre las dos vías amplificando la activación
de las caspasas.

Otras vías de inducción de apoptosis

La mitocondria, que juega un papel central en la vía
intrínseca de la apoptosis, no es el único orgánulo sub-
celular implicado en la muerte celular. Los lisosomas y
el retículo endoplásmico desempeñan una función
importante en la liberación de otros factores de muerte
como las catepsinas, calpaínas y otras proteasas. Así,
el estrés de retículo endoplásmico (Figura 9) se con-
sidera como otra de las vías intrínsecas de inducción
de apoptosis que se caracteriza por la alteración de la
homeostasis de calcio y por la acumulación de pro-
teínas incorrectamente plegadas. En este caso, se
dispara una cascada específica de iniciación de la
apoptosis con la activación de la caspasa-12 localizada
en la cara citosólica del retículo endoplásmico
[105,106]. La caspasa-12 activa provoca, a su vez, la
activación de la caspasa-9 y ésta la de la caspasa-3,
pero de una forma independiente de citocromo c por lo
que esta vía no requiere la activación previa de la vía
mitocondrial. Además, la liberación de calcio también
induce la activación de calpaínas (proteasas neutras
activadas por calcio) que normalmente están en su
forma inactiva como zimógenos.

Otra vía de inducción del proceso de apoptosis se
inicia cuando se produce un daño en el DNA. Las
respuestas celulares a daños genéticos están mediadas
por quinasas, de las que cabe destacar dos: ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) y la proteína quinasa
dependiente de DNA (DNA-PK) (Figura 9). Ambas
dirigen una serie de respuestas, como la parada del
ciclo celular para que se repare el DNA o, si el daño es
excesivo, para que se induzca la apoptosis. El factor de
transcripción p53 está implicado en este control;
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regula la transcripción de distintos genes en respuesta
a una gran variedad de señales de estrés (daño en el
DNA, deficiencia de nutrientes, hipoxia, acortamiento
de telómeros, activación de oncogenes, etc.) [107].
Cuando se produce estrés genotóxico (daño en el
DNA), p53 controla procesos como la reparación del
DNA, la parada del ciclo celular, la senescencia y la
apoptosis. La degradación de p53 se controla por inter-
acción con diferentes proteínas, como la ubiquitina
ligasa Mdm-2 (Murine double minute-2). La proteína
p53 se regula por modificaciones post-traduccionales
(acetilación, fosforilación, etc.). Una serie de quinasas,
entre ellas la ATM, fosforilan a p53 en ciertos residuos
o inhiben su ubiquitinización por Mdm-2; otras modi-
ficaciones posteriores como la acetilación por acetil-
transferasas y la metilación por metil-transferasas
estabilizan a p53 e incrementan su unión específica al
DNA. Todos estos procesos incrementan la vida media
de p53. El daño en el DNA induce la fosforilación de
p53 y de Mdm-2 inhibiéndose la interacción de ambas
proteínas, lo que conduce a una estabilización y acti-
vación de p53. Esta activación dirige la unión del
tetrámero de p53 a los elementos de respuesta a p53 de
los genes diana reclutando a diversos coactivadores y
factores transcripcionales que, en conjunto, modularán
la expresión de los genes controlados por p53. La
expresión de ciertos genes implicados en diferentes
procesos, como en la parada del ciclo celular por
inducción del gen p21 (un inhibidor de las proteínas
quinasa dependientes de ciclina), en la reparación del
DNA (gen GADD45α), o implicados en apoptosis
(inducción de Bax y represión de Bcl-2), desencadena
mecanismos para que el DNA se repare o para que la
célula entre en apoptosis [108]. Además, considerando
la apoptosis, en algunos sistemas se ha descrito una
relación entre la proteína p53 y la activación de la
caspasa-2 en respuesta a un daño en el DNA lo que
conduce a la muerte celular (Figura 9) [109].

Las señales de supervivencia y muerte se pueden
también transmitir por vías de señalización intracelular
en la que están implicadas diferentes proteínas
quinasas [110]. Una de ellas es la vía de la PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase) con la consecuente
activación de la proteína quinasa B (PKB o Akt). Ésta
puede influir en la sensibilidad de las células para
responder a señales inductoras de muerte celular con-
trolando moléculas que regulan la apoptosis (por
ejemplo la caspasa-9 y Bad) o regulando la actividad

de factores transcripcionales [111]. La activación de
Akt produce la fosforilación directa de Bad que se
mantiene unida a la proteína 14-3-3. Por el contrario,
Bad no fosforilada se une a Bcl-XL (o Bcl-2) impi-
diendo que ejerza su acción de supervivencia [112].
Por otro lado, la vía de las MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinases) está implicada en el control de la pro-
liferación celular, diferenciación y apoptosis. En el
punto final de la cascada, tres quinasas (JNK, ERK y
p38) son capaces de responder a múltiples estímulos;
la activación de éstas conduce a la fosforilación de
diversas proteínas diana controlando así el estado
activo o inactivo de dichas proteínas y, por tanto, su
actividad biológica.

TÉCNICAS PARA VALORAR EL PROCESO
DE APOPTOSIS

Existe un conjunto variado de técnicas que per-
miten valorar diferentes aspectos del proceso de apop-
tosis, como los cambios en la membrana plasmática, la
fragmentación de DNA, la activación de caspasas o la
degradación de sustratos [14].

La membrana plasmática de las células que mueren
es permeable a ciertos reactivos (colorantes o fluoro-
cromos) y pueden ser teñidas con ellos. Sin embargo,
las células vivas excluyen a los denominados “colo-
rantes vitales”, que no penetran a través de la mem-
brana plasmática. Una de estas moléculas es el yoduro
de propidio (PI), que tras su unión al DNA incrementa
mucho su fluorescencia bajo excitación con luz ultra-
violeta; el PI sólo tiñe células no viables. Sin embargo,
este compuesto puede ser utilizado para detectar la
cantidad de DNA en células viables mediante cito-
metría de flujo si las células se permeabilizan, se fijan
con etanol y se procesan adecuadamente de forma
previa a la tinción. Así, las células no apoptóticas pre-
sentarán normalmente dos picos en citometría de flujo,
que se corresponden con las fases del ciclo celular
G0/G1 y G2/M, las células en fase S se localizan entre
ambos picos (Figura 10A). Considerando que durante
la apoptosis se produce la fragmentación del DNA, en
las células apoptóticas se puede detectar un pico co-
rrespondiente a DNA hipodiploide (Figura 10B).

Dentro de los análisis bioquímicos, la detección
temprana de apoptosis se fundamenta en la valoración
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de cambios en la localización de la fosfatidilserina
(PS) en la membrana plasmática ya que, como se ha
comentado, este fosfolípido está normalmente ubicado
en la cara interna de la misma. En la apoptosis se
pierde la asimetría de la membrana plasmática con la
exposición de la PS en la cara externa, precediendo
esta translocación a otros eventos apoptóticos [66].
Este proceso se puede cuantificar mediante citometría
de flujo utilizando anexina-A5 conjugada con fluoro-
cromos, ya que esta proteína tiene una elevada
afinidad por este tipo de fosfolípido. La anexina-A5
también puede marcar a células necróticas, pero si se
utiliza de forma conjunta con el PI, se puede distinguir
entre células apoptóticas y necróticas (Figura 11).

La condensación de la cromatina y la presencia de
cuerpos apoptóticos se puede evaluar mediante mi-
croscopía de fluorescencia tras tinción de las células
con reactivos fluorescentes que sean incorporados por
células viables como el naranja de acridina (NA),
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) o Hoechst 33342
(Figura 12A). Estos reactivos, utilizados junto al PI,
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Figura 10. Determinación dde aapoptosis dde ccélulas een ccultivo
por eevaluación dde hhipodiploidía. La determinación de apopto-
sis de células en cultivo se puede realizar mediante citometría
de flujo tras la permeabilización de las células y tinción del
DNA con yoduro de propidio. En células normales (A), este
método se puede emplear para determinar el porcentaje de
células en las distintas fases del ciclo celular: G1 (diploides),
G2/M (tetraploides) y S (intermedio). En células apoptóticas
(B), donde el DNA se fragmenta, es característica la presencia
de un pico correspondiente a células hipodiploides.

Figura 11. Determinación dde aapoptosis ppor eevaluación dde lla
exposición dde ffosfatidilserina. Una de las características de las
células apoptóticas es la reversión de la asimetría de mem-
brana con la consecuente exposición de fosfatidilserina en la
cara externa de la membrana plasmática (sin que llegue a pro-
ducir una permeabilización de la misma como ocurre en la
necrosis). Esta exposición se puede cuantificar mediante cito-
metría de flujo empleando anexina A5 marcada con FITC (esta
anexina tiene elevada afinidad por este fosfolípido ácido) en
conjunción con yoduro de propidio. Así, las células con fuerte
marcaje con anexina A5-FITC y poca tinción con yoduro de
propidio (cuadrante inferior derecho) estarían en las etapas
tempranas de apoptosis mientras que las que se tiñen intensa-
mente con ambos marcadores (cuadrante superior derecho)
tendrían la membrana plasmática dañada como consecuencia
de un proceso de necrosis, bien primario o bien consecuencia
de la evolución letal del proceso de apoptosis. En la figura se
puede observar la gran diferencia en los marcajes efectuados
en células normales (A) o en células apoptóticas (B).



permiten distinguir in vitro a una célula necrótica (que
será positiva para PI), una en apoptosis temprana
(positiva para NA, negativa para PI) o en apoptosis
tardía (PI positiva pero con el núcleo fragmentado). La
apoptosis tardía se conoce también como necrosis
secundaria, y se detecta en los experimentos in vitro
con células en cultivo ya que no está presente el
sistema de eliminación de cuerpos apoptóticos.

La fragmentación nucleosomal del DNA genómico
[42] se puede determinar por diferentes métodos,
algunos de los cuales se apuntan a continuación. El
análisis electroforético del DNA genómico mediante

electroforesis en geles de agarosa al 2% permite la
obtención de los clásicos perfiles de “escalera de
DNA” (DNA ladder), que corresponden a la frag-
mentación internucleosomal producida por endonu-
cleasas a intervalos de 180-200 pares de bases (Figura
12B). El ensayo de TUNEL (Terminal deoxynu-
cleotidyl transferase-dUTP Nick End Labeling) es uno
de los tests in situ basado en la unión específica de la
desoxinucleotidil transferasa terminal a los extremos
3´OH de los fragmentos de DNA e incorporación a
dicho extremo de dUTP marcado. También, mediante
citometría de flujo se puede analizar la fragmentación
del DNA utilizando anticuerpos que detectan las rup-
turas internucleosomales, o por ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent assay) valorar las histonas
asociadas a los fragmentos de DNA.

La valoración de la activación de caspasas se puede
llevar a cabo por métodos muy variados [113]. La
aproximación más directa es la realización de ensayos
de actividad con sustratos fluorescentes específicos
para cada tipo de caspasa. De forma complementaria a
estos ensayos, se puede determinar si se ha producido
la activación de caspasas mediante Western blot anali-
zando si ciertos sustratos específicos se han procesado
proteolíticamente (por ejemplo, PARP-1, topoiso-
merasa I, citoqueratina-18 o laminas A y C). También
se puede evaluar si las propias caspasas han sufrido
este proceso de activación proteolítica requerido para
la formación de las subunidades que conforman la
enzima activa. La detección de la activación de
algunas caspasas también se puede realizar mediante
inmunofluorescencia o citometría de flujo empleando
anticuerpos que reconocen exclusivamente la confor-
mación activa de las mismas. Estos anticuerpos, al ser
sensibles a conformación, no pueden ser empleados en
Western blot. Por último, se pueden utilizar también
marcajes de afinidad específicos para el centro activo
de algunas caspasas. Estos análogos de sustrato con-
tienen un grupo inhibidor y otro que permite la
detección (por ejemplo, biotina, fluoresceína o 2,4-
dinitrofenol) bien en células (inmunofluorescencia o
citometría de flujo) o tras transferencia a membranas.

Existen métodos adicionales para la detección de
apoptosis que permiten la valoración de mediadores
específicos en la membrana plasmática (como los dis-
tintos receptores de muerte o la ceramida), la dis-
función mitocondrial asociada a una disminución en el
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Figura 12. Cuerpos aapoptóticos yy ddegradación een eescalera ddel
DNA ccromosómico. (A) En la micrografía obtenida de células
apoptóticas teñidas con DAPI se pueden apreciar núcleos con
un aspecto normal así como los cuerpos apoptóticos o resi-
duos de células que han muerto por apoptosis. (B) La degra-
dación del DNA cromosómico en las células apoptóticas tiene
lugar preferentemente en las regiones internucleosomales, lo
que genera fragmentos de DNA de aproximadamente 200
pares de bases o múltiplos de estos. Por este motivo, el análi-
sis electroforético del DNA procedente de células apoptóticas
suele presentar un bandeado en escalera característico y que es
muy diferente de la degradación al azar que se observa en
células necróticas.



potencial de membrana (detectable mediante cito-
metría de flujo con sondas fluorescentes específicas
como la Rodamina-123), la permeabilización de la
membrana mitocondrial con liberación de marcadores
específicos (como el citocromo c, o la proteína mito-
condrial Smac/DIABLO), o la detección de proteínas o
factores pro- o anti-apoptóticos (como distintos
miembros de la familia Bcl-2, AIF, Apaf-1, proteínas
de choque térmico, etc.) empleando anticuerpos
específicos para inmunohistoquímica o Western blot.

TIPOS DE MUERTE CELULAR
PROGRAMADA

Numerosas evidencias experimentales ponen de
manifiesto que la apoptosis no es el único mecanismo
de suicidio celular. Dependiendo del tipo celular y del
tipo de estímulo de muerte, cuando las células están
preparadas para morir éstas pueden seleccionar entre
distintas vías de muerte. En la Tabla V se recogen
varias formas de estas vías, según han sido clasificadas
por diferentes autores, y sólo se comentarán ciertos
aspectos de alguna de ellas.

Estudios morfológicos sobre el desarrollo de verte-
brados permitieron en 1973 definir tres tipos de muerte
celular fisiológica: heterofagia, autofagia y muerte no
lisosomal. Estos tres tipos pueden distinguirse en
función de la localización y papel de los lisosomas
[6,7]. La heterofagia corresponde a lo que hoy cono-
cemos como apoptosis. En una publicación reciente
[1], además de la apoptosis, como muerte celular pro-
gramada también se considera la autofagia, la necrop-
tosis y la muerte mediada por PARP-1.

La autofagia, proceso catalítico conservado a lo
largo de la evolución e implicado en la remodelación
tisular durante el desarrollo, es una ruta de degrada-
ción celular implicada en la eliminación tanto de
orgánulos subcelulares como de proteínas, dañados o
superfluos. Este proceso también se utiliza como
mecanismo de defensa frente a una invasión viral y
bacteriana. La autofagia, como mecanismo de super-
vivencia, hace que los constituyentes celulares se
reciclen proporcionando una fuente de energía alter-
nativa durante períodos de estrés metabólico y par-
ticipa, de esta forma, en el mantenimiento de la
homeostasis y viabilidad celular [8]. Se ha observado

una excesiva degradación con signos de autofagia en
células que mueren, por lo que la autofagia (“comerse
a uno mismo”, del griego auto “actuar sobre si
mismo” y phagos “comer”) se ha clasificado como
una forma alternativa de muerte celular programada.
Esto ocurre, por ejemplo, en algunos sistemas en
condiciones de deficiencia en nutrientes por lo que
grupos de células asociadas o tejidos mueren. A nivel
molecular se ha propuesto que puede existir una
maquinaria de respuesta con rutas comunes entre la
apoptosis y la autofagia. Aunque la relación entre los
dos procesos es compleja, la célula, en función de las
señales que recibe, puede morir por cualquiera de estas
dos vías o por una combinación de las mismas [10]. Es
más, la autofagia podría asumir el papel de ruta suicida
cuando algún componente de la apoptosis falle. De
hecho, la inhibición de la apoptosis, bloqueando la
actividad de las caspasas, conduce a una muerte
celular por autofagia produciéndose una acumulación
de ROS debido a la degradación de la catalasa, a per-
oxidación lipídica y a pérdida de la integridad de la
membrana plasmática [10]. La autofagia se caracteriza
por la presencia en el citoplasma de vesículas de doble
membrana en las que se engloban los componentes
celulares, llamadas autofagosomas, cuyo contenido es
degradado por enzimas lisosomales una vez fusio-
nados los autofagosomas con los lisosomas. La base
molecular de este proceso no se conoce tan exhaustiva-
mente como la de la apoptosis, pero los estudios sobre
la pérdida de función de genes han permitido
enclavarla tanto como un mecanismo de muerte celular
como de superviviencia, y relacionarla con procesos
patológicos (cáncer, neurodegeneración, envejeci-
miento e inmunidad) [114,115].

Una diferencia entre apoptosis y autofagia reside en
la ejecución de dichos programas. La activación de
caspasas y la condensación y fragmentación del DNA
es característica de apoptosis, mientras que la auto-
fagia transcurre por proteolisis asociada a la vía de la
ubiquitina y el DNA no se fragmenta [7]. Sin embargo,
las diferencias no son tan claras ya que en algunos sis-
temas se ha descrito que la degradación vía ubiquitina
también es característica de la apoptosis, existiendo
otras similitudes entre ambos procesos, como el efecto
del inhibidor de caspasas p35 que también bloquea la
autofagia. Aunque la maquinaria molecular sólo está
parcialmente elucidada, se han descrito grupo de genes
conocidos como ATG (Autophagy–related), conser-
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vados desde las levaduras a los humanos, implicados
en la superviviencia y en la muerte. El producto de uno
de estos genes, la beclina-1 tiene un dominio BH3 por
el que interacciona con la proteína Bcl-2, lo que refleja
una regulación convergente de apoptosis y autofagia
[1].

Además de la apoptosis y la autofagia, otro tipo de
muerte es la necroptosis, que se desarrolla con las ca-
racterísticas morfológicas de la necrosis pero de una
forma programada [1]. Se ha descrito que se produce
cuando las caspasas están bloqueadas por inhibidores,
o en el caso en que se hayan producido mutaciones en
los genes de las caspasas o en los de otras proteínas
implicadas en la apoptosis. Se puede inducir específi-

camente a través de señales desde la membrana, por la
unión de un ligando a los receptores de muerte TNFR,
y está regulada por mecanismos de señalización
intracelular a través de una cascada de quinasas. Entre
otros procesos, se activa una proteína adaptadora, RIP-
1, que contiene dominios DD y tiene actividad de
tirosina quinasa. Ésta se transloca a la mitocondria
interfiriendo con ANT, componente del megacanal
mitocondrial, lo que conlleva una disfunción mitocon-
drial, un incremento en la producción de ROS y una
activación de la quinasa JNK. Aunque el orden de las
etapas posteriores a la activación de RIP-1 no se
conocen bien, se han descrito varias alteraciones como
una activación de la fosfolipasa A2, de lipooxigenasas
y de la esfingomielasa ácida. Otro tipo de muerte pro-

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fís.Nat. (Esp), 2007; 101Mª Antonia Lizarbe Iracheta28



gramada es la mediada por PARP-1 [1] como parte
de la respuesta al daño producido en el DNA, por falta
de nutrientes o energía, o en respuesta a una infección
por patógenos. Esta vía puede desarrollar una función
complementaria o reforzar a la apoptosis. La enzima
PARP-1 participa en el mantenimiento de la esta-
bilidad genómica y se activa cuando se produce una
rotura en una cadena de DNA. Para reparar dicha
mella, esta enzima recluta a factores encargados de la
reparación del DNA uniendo unidades de ADP-ribosa
a proteínas asociadas a la cromatina. Aunque el
mecanismo molecular no se conoce demasiado, si la
reparación falla, los efectos finales que conducen a
este tipo de muerte celular se pueden resumir en la
activación de dos rutas: una produce un colapso
energético y la otra, a través de RIP y JNK, a una dis-
función mitocondrial y liberación del factor AIF.

En función de la participación de las caspasas, se
han descrito otros modelos de muerte celular pro-
gramada de los que, en algún caso, no se conoce
demasiado [116]. La paraptosis se caracteriza por la
presencia de vacuolas en el citoplasma que comienza
con un hinchamiento de las mitocondrias y el retículo
endoplásmico. Está mediada por MAPK, por algún
miembro de los receptores de muerte y por el receptor
del factor 1 de crecimiento de tipo insulina y se inhibe
por moléculas que no inhiben a la apoptosis [117]. La
catástrofe mitótica se produce por un fallo en la
mitosis, causado por una falta de control de los puntos
de restricción del ciclo celular. Se ha descrito que está
asociada a una permeabilización de la membrana mito-
condrial y la participación de las caspasas en este tipo
de muerte está todavía en debate.

Los programas de muerte celular revisten una
importancia esencial en el desarrollo y en la vida
adulta de un organismo. La célula dispone de un
amplio espectro de posibilidades para morir, con un
complejo escenario de moléculas implicadas que
colaboran en el proceso. Por ello, no es de extrañar que
muchas veces los conceptos y la nomenclatura no se
utilicen de forma correcta.  Para unificar criterios, el
Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular [118]
ha establecido una serie de criterios para definir los
distintos tipos de muerte celular (Tabla V), con-
siderando diferentes mecanismos y morfologías, para
poder así utilizar una terminología correcta y generali-
zable.
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