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Las células de un organismo no viven indefinida-
mente y su vida media depende del tipo celular. Hay
células cuyo periodo de vida eslargo, como las muscu-
lares o las neuronas, mientras que la vida de otras es
efimera, como algunas células sanguineas y epite-
liales, que se renuevan a partir de sus células progeni-
toras. El nimero de células que componen un tejido en
un organismo adulto permanece, dentro de ciertos
l[imites, constante; las células que mueren se sustituyen
por otras, proceso que esta regulado y que asegura €l
mantenimiento de un balance adecuado entre la
pérdida, la renovacion y la diferenciacion celular. Se
calcula que el cuerpo humano producey erradica cada
dia miles de millones de células. El recambio celular
en los tegjidos de un organismo se fundamenta en el
mantenimiento de un equilibrio (homeostasis) entre
proliferacion y muerte celular a fin de garantizar la
poblacion adecuada en cada momento.

El estado normal o fisiolégico 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
aestimulos. Para ello, una variedad de sistemas y pro-
cesos estan implicados en e mantenimiento de la inte-
gridad celular, desde lamembrana celular (procesos de
endocitosis y exocitosis), a cambios metabdlicos y de
expresion génica, o a los mecanismos de defensay a
los sistemas de reparacién. Sin embargo, un dafio irre-
versible puede hacer que se alcance un punto sin
retorno; cambios morfoldgicos, funcionales y hio-

quimicos irreversibles impiden a las células redlizar
sus funciones vitales y las arrastran a la muerte. La
muerte de las células puede desencadenarse por
multiples causas: pérdida de su funcion, dafio
mecénico, infeccion por microorganismos o Virus,
accion de agentes quimicos toxicos o la falta de nu-
trientes. La muerte celular, segun criterios clasicos 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 €l dafio es letal 0 se produce una muerte acci-
dental. La necrosis (del griego nekroés “muerte’) es la
muerte patolégica de las células o tejidos del orga
nismo. Se origina por una lesion aguda, irreversible,
derivada de una situacién no fisiolégica o condicién
patolégica y que no puede ser reparada por mecanis-
mos de adaptacion y de resistencia. Esta se produce
debido aagentes nocivos, condiciones o circunstancias
determinadas, como un aporte insuficiente de sangre a
tgjido (isguemia), falta de oxigeno (hipoxia), un trau-
matismo, la exposicion a la radiacién ionizante, la
accion de sustancias quimicas o toxicos o, por
gjemplo, por una infeccién o por e desarrollo de una
enfermedad autoinmune. Esta forma de muerte celular
se calificacomo un proceso violento yaque las células
se hinchan, se deterioran las estructuras celulares, y se
paralizan funciones criticas paralavida. La pérdidade
viabilidad se asocia a la rotura de la membrana plas-
matica con la consecuente lisis celular y liberacion al
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Figura 1. Esquema comparativo de las caracteristicas mor-
folégicas de la muerte celular por apoptosis y por necrosis. Los
diagramas muestran los cambios morfoldgicos que se obser-
van en las células apoptoticas y en las necréticas. En las micro-
grafias obtenidas mediante microscopia de transmision elec-
trénica se compara el nlcleo de una célula normal (parte supe-
rior) con el de una célula en la que se ha iniciado el proceso de
apoptosis (parte inferior).

exterior del contenido citoplasmético y organulos,
dafiando al tejido en el que se encuentra. Laliberacién
del contenido celular puede provocar a su vez reac-
ciones inflamatorias. Los cambios morfoldgicos que
se observan en una célula necrdtica se recogen en la
Figura 1.

Otros tipos de muerte celular conllevan la acti-
vacion de mecanismos especificos 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 fisiol6gicos de muerte son empleados por los
organismos multicelulares durante €l desarrollo, la
morfogénesisy en € mantenimiento de lahomeostasis
tisular en el organismo adulto, asi como para controlar
el nimero de células y eliminar células infectadas,
mutadas o dafiadas [1, 2]. Este tipo de muerte celular
se realiza de una forma ordenada y silenciosa, y con-
fiere ventgjas a conjunto del organismo durante su

ciclo vital. Para definir a este dltimo proceso, y como
sinénimo de muerte celular programada, se acufio €
término apoptosis, neologismo tomado del griego
clasico (apo: “fuera de” o "separacion” y ptosis:
“caida’) [3]. La muerte por apoptosis es méas limpia
gue lanecrosis; se detectan cambios morfol bgicos par-
ticulares y la membrana celular, que no se destruye,
engloba a los cuerpos apoptoticos o material celular
(Figura 1). No se produce inflamacion ya que las
células fagocitarias reconocen, captan y eliminan los
cuerpos apoptéticos. La apoptosis se puede definir
como “el conjunto de reacciones bioguimicas que
tienen lugar en la célula y que determinan su muerte
de una forma regulada en respuesta a una serie de
acontecimientos fisiol6gicos o patoldgicos’. En este
caso, una serie de estimulos o sefides 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
neméatodos y los mamiferos [4,5]. ElI programa de
autodestruccion es complejo y se requiere una precisa
coordinacion entre la activacion y la gecucion de
varios subprogramas de la maquinaria de muerte. Las
caracteristicas generales de lamuerte celular por apop-
tosisy necrosis serecogen enla Tablal.

Estos dos tipos de muerte celular programada no
dan cuenta de otros mecanismos que hoy se conocen.
Existen procesos intermedios que dificilmente pueden
ser clasificados en uno u otro grupo ya que pueden
compartir algunas de las caracteristicas de la apoptosis
y de la necrosis; en otros casos, |0s mecanismos de
muerte no se gjustan a ninguno de estos dos. Ademas
de la apoptosis, se han descrito otros tipos de muerte
celular programada, que se consideran en € Ultimo
epigrafe, que pueden solapar en alguna caracteristicao
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 gjecucién de la apoptosis, como comen-
taremos posteriormente, participan un grupo de pro-
teasas, las caspasas, por lo que esta via de muerte
celular programada es dependiente de su actuacién. En
varios organismos, incluyendo vertebrados, en algu-
nos casos la muerte fisiolégica transcurre a través de
mecanismos que son independientes de la partici-
pacion de las caspasas. A modo de gjemplo, los quera-
tinocitos pierden su nlcleo como parte de un programa
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TABLA |: Caracteristicas generales de la muerte por apoptosis y necrosis

APOPTOSIS

NECROSIS

Muerte fisiologica. Proceso muy regulado y controlado.

Se produce durante el desarrollo. mantiene la homeostasis
tisular y elimina células danadas.

Inducida por estimulos intracelulares o extracelulares.

Proceso energéticamente activo v que requiere la biosintesis
de proteinas.

Sigue un orden especifico de eventos. Condensacion de la
cromatina y fragmentacion internucleosomal del DNA
gendmico. Mantenimiento estructural de organulos.

Mantenimiento de la integridad de la membrana plasmatica.
El contenido celular queda englobado en los cuerpos
apoptoticos. No se produce la liberacion del contenido
celular. No se produce inflamacion.

Participacion activa de componentes celulares.
Degradacion mediada por caspasas.

Fagocitosis de cuerpos apoptoticos.

Muerte no fisiologica: muerte accidental traumatica. Proceso
no regulado.

No se produce durante ¢l desarrollo
Inducida por un dafio celular o tisular.

Proceso energéticamente pasivo.

La célula se hincha. se lisan orgdanulos subcelulares y se
desintegra de forma desordenada.

La ruptura de la membrana conduce a la liberacion del
contenido celular al espacio extracelular: asociada con
inflamacion.

Proceso pasivo.

Lisis celular. y dafio a las células vecinas.

normal de diferenciacién y se desprenden de la pidl, o
los glébulos rojos sobreviven 120 dias después de la
pérdida de su nucleo y, finalmente, son fagocitados

[2].

MUERTE CELULAR, DESARROLLOY
HOMEOSTASIS CELULAR

La muerte celular programada, como proceso de
autodestruccion celular controlada, permite al organis-
Mo su correctamorfogénesis, asi como larenovaciony
la eliminacién de las células que amenacen su super-
vivencia. Organismos tan diferentes como los nemé&
todos y los humanos han conservado los genes que
codifican para el nucleo de la maquinaria de la muerte
celular [2, 4, 5]. En €l desarrollo embrionario y fetal, y
en algunos casos posteriormente, la apoptosis y la au-
tofagia participan en laremodelacion y eliminacion de
numerosas estructuras, en e control de la superpro-
duccion de céulas, en la eliminacion de células defec-
tuosas y en la formacion de células diferenciales
especiales (Figura 2) [7]. Todos estos procesos estan
regulados a través de una combinacion de sefiales pos-
itivas y negativas que reciben las céulas.

En el desarrollo, a veces se forman estructuras que
después es necesario eliminar, formaciones vestigiales
gue alo largo de la evolucion han perdido su utilidad,
0 aquellas que solo se requieren en determinados
estadios o0 puedan ser necesarias sélo para uno de dos
sexos. Un gjemplo sencillo de la remodelacion de dis-
tintas estructuras, que remarca las consecuencias del
proceso de muerte celular y que pone de manifiesto
gue ésta es necesaria durante la ontogenia, es que los
humanos tengamos cinco dedos individualizados en
cada extremidad. La formacion de los dedos se
produce durante el desarrollo fetal por eliminacion de
las éreas interdigitales. Por el contrario, la muerte
celular programada esta reducida en las extremidades
de los patos por lo que éstas mantienen su carac-
teristica pata paimeada. 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
gjemplos estan los ductos de Miillerian, que forman €l
Utero y los oviductos en las hembras de los mamiferos
y que se eliminan por apoptosis en los machos; de
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Figura 2. Muerte celular en el desarrollo y homeostasis celular. La muerte celular programada esté
implicada en numerosos procesos fisioldgicos: remodelacidn de estructuras (como la formacion de
los digitos de las extremidades), eliminacion de estructuras que no se van a requerir en otro
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momento del desarrollo (metamorfosis de insectos y anfibios), control del nimero de células y

eliminacién de células anormales.

igual modo, en los machos la testosterona dirige la
muerte de las células de las gldndulas mamarias [ 7].

Un gemplo resefiable en relacion con la muerte
celular, y sobre e que recayd un especial interés en €
inicio del siglo XX, es el desarrollo del sistema
nervioso. Durante el desarrollo se forman neuronas en
exceso, controlandose la excesiva produccién de las
mismas con un regjuste de su ndmero por muerte
celular, 1o que permite posteriormente un refinamiento
de la inervacién a morir aguellas neuronas menos
capacitadas, |as incapaces de establecer una conexién
intersticial adecuada. Por otro lado, ala apoptosis sele
ha asignado un papel en el control de eventos del
sistemainmune, como laseleccion delinfocitos T y B,
la muerte citotoxica de células diana o lainduccion de
apoptosis por citoquinas. Las células del sistema
inmune tienen la capacidad de discriminar entre lo
propio y lo extrafio, de modo gue reconocen a los
agentes 0 moléculas gjenos 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 sel eccién negativa
del repertorio de linfocitos que defienden al organismo

frente a todo aquello que es ajeno a él. En € timo las
células autoreactivas se eliminan mediante apoptosis.
Asi, se establece la tolerancia que impide la respuesta
frente a antigenos 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-
mulacion de dafios en su material genético y se ha
descrito una reduccion de los teldmeros 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 ultimo término la muerte de la
célula[12]. También el proceso de diferenciacion ter-
minal es otro de los gemplos. En diferentes tejidos,
como €l epitelio intestinal, las células proliferan y se
diferencian; las células diferenciadas no proliferan,
alcanzando un estado en el que lacélulano responde a
factores de crecimiento. La diferenciacion terminal
esta finalmente asociada a proceso de apoptosis y
extrusion de las clulas al lumen intestinal.
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Las células defectuosas 0 anormales en las que se
ha producido un dafio en el DNA también se eliminan
por apoptosis, siendo éstas sustituidas por nuevas
células. Una sefial que puede desencadenar la apop-
tosis de una célula es la pérdida de la adhesion a la
matriz extracelular que la rodea. Este caso de apop-
tosis se conoce como “anoikis’.

La apoptosis también es un mecanismo de elimi-
nacion de células infectadas por virus, una defensa
frente a la infeccion viral. Las células eucariotas han
desarrollado varias rutas para minimizar el dafio pro-
ducido por unainfeccion viral y eliminar al pat6geno;
lamuerte celular es unade ellas. Sin embargo, algunos
virus han desarrollado un programa de defensafrente a
esta eliminacion que les otorga la capacidad de con-
trolar la superviviencia y muerte de la célula que
infectan. En estos casos, para asegurarse una propa-
gacion eficiente, en € genoma vira se encuentran co-
dificadas moléculas que inhiben la apoptosis. De esta
forma, si lacélulaprolongasu vida, e virus dispone de
mas tiempo para multiplicarse. Ademés, se inhiben las
capasasy se evitala generacion de citoquinas inflama-
toriaslo que influye en la respuestainmune [13].

CAMBIOS MORFOLOGICOSEN LA
APOPTOSIS

Las primeras descripciones de la muerte celular
programada se realizaron observando por microscopia
los cambios morfoldgicos que se producian en las
célulasy, posteriormente, las alteraciones anivel ultra-
estructural se describieron por microscopia elec-
trénica. Esta Ultima técnica permite visualizar €l
hinchamiento celular, la formacién de vesiculas en |la
membrana celular, los cambios en € tamafio de las
mitocondrias, la dilatacién de reticulo endoplésmico,
el nimero de lisosomas o0 € estado de la cromatina.
Sin embargo, dada la importancia de la apoptosis por
su relacion con ciertas patologias, las técnicas para
evaluar este proceso han proliferado y evolucionado
[14]. Asi, hoy en dia, a la identificacién del tipo de
muerte celular por métodos morfolégicos se suman
una serie de ensayos especificos que se pueden con-
siderar como funcionales o bioguimicos, los cuales se
comentaran posteriormente.

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

adhesién 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 plasmética, que inicial-
mente se mantiene integra, se producen cambios en la
distribucion de los fosfolipidos y se forman protu-
siones, proceso conocido como el burbujeo. El
volumen celular disminuye y € citoplasma se con-
densa. El nucleo se reduce y la cromatina se compacta,
adquiriendo una distribucién marginal alrededor de la
envoltura nuclear, con agregacion de los poros
nucleares y disolucién focal de lalamina nuclear. Las
proteinas del citoesqueleto se desensamblan y la
funcién mitocondria se reduce. Finamente, la célula
colapsa, produciéndose una escisiéon en maltiples
estructuras, denominadas cuerpos apoptaticos, consti-
tuidos por partes del citoplasmay organulos rodeados
de membrana plasmética. Todo este proceso ocurre sin
liberacién del contenido citoplasmatico u organulos
subcelulares a medio exterior ya que, a diferencia de
la muerte celular por necrosis, no se produce rotura de
la membrana plasmética. En el ambito fisiologico, los
cuerpos apoptéticos o picnoéticos son retirados del
espacio extracelular por células fagocitarias y, por
tanto, no cursa ningun proceso de respuesta a dafio
celular o inflamacion [15].

Eliminacion de los cuer pos apoptéticos

La muerte por apoptosis es efectiva si |os restos
celulares (los cuerpos apoptoticos) se eliminan através
de un proceso complejo y muy regulado. La limpieza
de estos restos celulares se puede realizar por los
macroéfagos “profesionales’ o por células vecinas,
fagocitos “semi-profesionales’ que manifiestan su
primitivo potencial fagocitario [14]. En C. elegans se
ha descrito la participacion de los productos de varios
genes (nuc-1, ced-1, -2, -5, -6, -7, -10 y -12) en €
aclaramiento de las células apoptdticasy, a carecer de
fagocitos especializados, estafuncién larealizan célu-
lasvecinas[7, 16, 17]. Se ha propuesto que si la apop-
tosis se produce en tejidos con un indice bajo de apop-
tosis, la fagocitosis puede correr a cargo de células
vecinas, pero en aquellos tegjidos con una el evada tasa
de apoptosis son las células fagociticas, generalmente
macr6fagos, quienes realizan esta funcién.

¢COmo se reconoce a los cuerpos apoptoticos para
gue se proceda a su eliminacién? Las células fagoci-
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tarias claramente reconocen y discriminan entre una
célula apoptética y una célula viable. La eliminacién
especifica y efectiva se basa en la existencia de sis-
temas de reconocimiento (receptores) localizados en la
membrana plasmética de los fagocitos y en las sefiaes
denominadas “cdémeme” que portan las células apop-
toticas, mol écul as indicadoras de su estado [15]. Enlas
primeras etapas de la apoptosis la célula que se ha
preparado para morir libera una serie de factores o
sefiales (“encuéntrame”) que facilitan el reclutamiento
de fagocitos. Entre estas sefiales, para que se localice
la célula apoptética, se encuentra la lisofosfatidilcoli-
na, lipido que se secreta, aunque se desconoce €l 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 apoptdtica, que sirve como marcador particular
de los cuerpos apoptoticos, y que esta relacionado con
la asimetria de la membrana plasmatica. La distribu-
cion de los fosfolipidos en la membrana plasmatica,
bicapa lipidica de composicién y orientacion precisa
de fosfolipidos, es asimétrica, aunque existe un
dinamismo o intercambio entre los fosfolipidos de
ambas caras. En el mantenimiento de laasimetriaestén
implicadas varias actividades enziméticas. La exter-
nalizacién de la fosfatidilserina (fosfolipido normal-
mente confinado ala carainterna de lamembranaplas-
matica) es el resultado de un balance, regulado por los
nivelesde calcio intracelulares, entre la actividad dela
aminofosfalipido translocasa y la escramblasa. En las
células apoptéticas se inhibe la aminofosfolipido
translocasa y se activa la escramblasa produciéndose
una pérdida de la asimetria de la membrana plasméti-
ca. Esto provocala exposicion en la cara externa de la
membrana de moléculas de fosfatidilserina asociadas
en forma de parches: unade las sefiales “ comeme”. La
fosfatidilserina es reconocida por un receptor especia-
lizado del macréfago.

El reconocimiento de los cuerpos apoptéticos tam-
bién se ha relacionado con otros cambios que se pro-
ducen en las células apoptéticas. Uno de ellos afecta a
los hidratos de carbono de proteinas y lipidos de la
superficie celular. Se hadescrito la pérdida de residuos
terminales de &cido sidlico exponiéndose regiones nor-
malmente enmascaradas que, en este caso, pueden ser
reconocidas por las lectinas de la superficie de
macréfagos. Ademas, hay otros elementos candidatos

a funcionar como sefiales; son sitios a los que pueden
unirse moléculas del fluido extracelular (como e com-
ponente C1q del complemento o la trombospondina,
entre otras moléculas) que, tras la union posiblemente
a la fosfatidilserina, marcarian a la célula apoptdtica.
Por dltimo, en el fagocito, un repertorio de receptores
reconoceria el conjunto de sefiales. Ademés de las
lectinas, algunas integrinas de las subfamilias B, B,,
B3y Bs, receptores de limpieza (scavenger), €l receptor
Clqy d receptor CD14, parecen estar implicados en €l
reconacimiento de los cuerpos apoptoticos [15,18].

Cabe mencionar que Santiago Ramén y Caja, en
1911 relata las reacciones degenerativas precoces de
las células de Purkinje tras un traumatismo. Haciendo
referenciaalas células necrosadas indica: “ El trauma-
tismo mortifica rapidamente las células de Purkinje
préximas ala herida. Alasdoce horasdela operacién
faltan, a menudo, en los bordes de la lesién series de
seis, ocho y mas corpusculos de este género. Y lo
curioso es que no es dable reconocer ni aun sus
reliquias. Un movimiento activo de autolisis y reab-
sorcion parece haber consumido hasta los restos del
protoplasma” [19]. La lectura de este parrafo con una
perspectiva actual relacionala observacion de Ramoén
y Cajal con la eliminacién limpia de los restos de una
célula apoptética.

APOPTOSIS: ALGUNOSANTECEDENTES
HISTORICOS

Los estudios sobre la muerte celular programada
son recientes y es a mediados del siglo XX cuando
principal mente se despierta la atencidn a este proceso.
Se resuelven cuestiones clave que hacen que muchos
grupos de investigacion se interesen por este tema. En
| os antecedentes histdricos también se incluyen hechos
anteriores, como la observacién en 1665 de Robert
Hooke de que el corcho y otras materias vegetales
estan constituidos por pequefias cavidades poliédricas
o celdillas. Acufié el término célula, aunque en
realidad lo que observé eran los nichos de los
cadaveres de las células que habian muerto fisiol 6gica-
mente. En este contexto también se deberian sefidar
los estudios realizados en €l siglo XIX por, entre otros,
Johannes Evangelista Purkinje, Johannes Milller, o los
de Theodor Schwann, Matthias Schleiden y Rudolf
Virchow, que permitieron edificar durante la primera
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SIGLO XiX

1842

1564

1872

1883

1885

15886

1589

1589

18940

149046

1910

1914

1934

Carl Vogt. estudiando la evolucion de la notocorda para el desarrollo del cartilago durante la metamorfosis de
anfibios, observa que las células se “reabsorben”™, por lo que posiula que debe exisiir una muerie celular
fisiologica [20].

August Weismann describe una muere celular masiva en las pupas de los insectos, Introduce el 1émino
“histolisis” v define el aspecto citologico de las células que mueren [21].

Ludwig Stieda observa la muerte de los condrocitos en la osificacion endocondral: el cartilago se reemplaza por
tgjido osco que forman los osicoblastos, que no derivan de condrociios va que las células del cartilago mueren

[22].

Elic MetschnikolT (Ilva llvch Mechnikov), que junto a Paul Ehrlich recibio ¢l Premio Mobel de Fisiologia v
Medicina en el afio 1908 en reconocimiento a sus trabajos en inmunidad. analiza la muerie celular por histolisis
en los musculos durante la metamorfosis de anfibios. que es causada por la acumulacion de fagocitos en

misculos en regresion | 23],

Walther Flemming (creador de los términos cromatina v mitosis), trabajando con foliculo ovirico de congjos,
establece que la muerie celular (a la que llamo “cromatolosis™) no se produce por uma rotura mecinica sino que
esunevento fisiologico [24].

Franz Nissen, utilizando la solucion de fijacion de Flemming v la tincion nuclear con hematoxilina. documenia
lacromatolisis en glindula mamaria lactante de perros, congjos v gatos [25].

W. Felix analiza la muerie de miocitos v miofibras en misculos de mamiferos. Observa que Ia morfologia de las
{ibras musculares incrvadas es diferenie de 1as que carccen de inervacion que son las que mueren. [nterpreia que
lainervacion proporciona una “energia paracrecer que favorece lasupervivencia | 26].

John Beard observa la perdida programada de una poblacion de neuronas sensonales en embriones de peces: las
células se encogen. se hacen mas vidriosas, perdiendo trozos del nicleo v nucleolo. v desaparecen [27].

G Amheim describe la marginacion de la cromatina | 28],

SIGLO XX

R. Collin analiza la muerte de muchas neuronas motoras v sensoriales en cmbriones de pollos, Describe la

morfologia de las neuronas que mueren [29].

Fricdrich D. von Recklinghausen propone ¢l término “oncosis”™ para la muerte celular que se produce por
isquemia o agenles Loxicos. caractenizada por un hinchamiento v un incremento en la permeabilidad de Ia

membrana plasmitica | 30],

Ludwing Griiper concluye que la climinacion fisiologica de las células que ocurre por cromatolisis debe existir
en todos los organos en los que las células deben ser eliminadas. Apunta que los restos celulares se eliminan por

cClulas vecinas [3 1],

Viktor Hamburger propone que “agentes” [uno de ellos se identificaria posteriormenie como ¢l NFG {Nerve
Crrowth Factor)] controlan ¢l desarrollo de centros nerviosos de forma cuantitativa regulando ¢l mimero de
neuronas [32].

1949

1951

Viktor Hamburger v Rita Levi-Montalcini. que junto a Stanley Cohen recibié ¢l Premio Nobel de Fisiologia v
Medicina en el afio 1986 por el descubrimiento de factores de crecimiento. observaron que la muene celular de
las neuronas es un fendmeno que tiene lugar durante el desarrollo embrionario, incluyvendo el sistema nervioso
ceniral [33].

Alfred Gliicksmann revisa la muerte celular dumnte la omtogenia en vertebrados estableciendo que es un
componente normal del desarrollo animal [34).
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Christian de Duve. que junto a Albert Claude v George E. Palade recibié el Premio Nobel de Fisiologia v
Medicina en el afio 1974 por sus descubrimientos relacionados con la organizacion funcional v estructural de la

1974

1976

1982

1983

1986

gQ5cC

1959 células, propone que las células pueden morir desde dentro por estallido de los lisosomas que actuarian como
bolsas suicidas [35].

1961 Ruth Bellairs determina las caracteristicas ultraestructurales del proceso de muerte celular durante el desarrollo
de embriones de pollo [36].

1965 Richard A. Lockshin v Carroll M. Williams introducen ¢l concepto de muerte celular programada para
describir la muerte celular que observan durante el proceso de la metamorfosis de insectos [37].

1966 John W. Saunders indica que durante laembriogénesis la muerte es “un suicidio, no unasesinato™ [38].

1966 Jamshed R. Tata observa que inhibidores de la sintesis de RNA v de proteinas bloquean la muerte durante la
metamorfosis de los anfibios, indicando que es un proceso activo [39].

1972 John F. Kerr, Andrew H. Wyllie y Alistair R. Currie acufian el término apoptosis, para diferenciar esta muerte
celular de 1a necrosis. como un fendémeno bioldgico con amplias implicaciones en las cinéticas tisulares [3].

1973 Jorn-Uwe Schweichel y Hans-Joachim Merker definen tres tipos de muerte celular fisiologica (heterofagia.

: autofagia v muerte no lisosomal) basandose en estudios morfologicos sobre el desarrollo de vertebrados [6].

1976 Miroslav Skalka, Jitka Matyasova y Milena Cejkova describen la obtencion de fragmentos regulares de DNA de
lacromatina de tejidos irradiados [40].
Emmanuel Farber v Murray M. Fisher identifican otro mecanismo de suicidio celular en células hepaticas

1979 . . . S . X
inducido porla liberacion incracelular de radicales libres [41].

1984 Andrew H. Wyllie y colaboradores analizan la ruptura de la cromatina en la apoptosis y la asocian con la

El nematodo Caenorhabditis elegans y la muerte celular programada.

condensacionde lacomatinay la dependenciacon la sintesis de macromoléculas [42].

Svdney Brenner publica su primer articulo sobre ¢l nuevo modelo experimental del nematodo Caenorhabditis
elegans [43]y.conJohn E. Sulston. otro referente al DNA de dicho nematodo [44]. A estos trabajos les siguen los
relacionados con diferentes linajes celulares y mutantes. Se inician los estudios moleculares sobre el proceso de
muerte celular programada durante el desarrollo de C. elegans.

John E. Sulston describe el primer gen de muerte, nuc-1 (nucleasa abnormal) que controla la actividad de una
endonucleasa de DNA; los mutantes son defectuosos en la degradacion de DNA en células que mueren [45].

H. Robert Horvitz, Hilary M. Ellis y Paul W. Stemberg, en su trabajo sobre la muerte celular programada en el
desarrollo del nematodo, describen una ruta genética implicada enla muerte celular [46].

Edward M. Hedgecock, John E. Sulstony J. Nichal Thomson establecen por primera vez mutantes de C. Elegans
(ced-1. ced-2: cell death abnormal) en los que ¢l proceso de muerte celular esta alterado. Estos genes son
necesarios para la eliminacion por fagocitosis de los cuerpos celulares que resultan de la muerte de las células
[17].

Hilary M. Ellis v H. Robert Horvitz describen los mutantes ced-3 y ced-4. los primeros genes asesinos
requeridos en la muerte celular programada. La reduccion o pérdida de la funcion de éstos hace que cambie el
destino de las células, las que normalmente mueren sobreviven [47].

1992

Michael O. Hengartner. Ron E. Ellis y H. Robert Horvitz identifican el gen ced-9 cuyo producto tiene efectos
opuestos a los de ced-3 y ced-4. La funcion del gen ced-9 es regular negativamente las actividades de los
requeridos para la muerte celular programada. Mutaciones que activan a ced-9 evitan la muerte celular y
mutaciones que lo inactivan causan la muerte en células que normalmente viven. con resultados letales [48].
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David L. Vaux, Irving L. Weissman y Stuart K. Kim muestran que la proteina humana Bel-2 puede inhibir la

Junying Yuan v colaboradores describen que el transcrito ced-3 es nuis abundanie durante la embriogenesis.
etapa durante La cual ocurre mis muerie celular programada. La proteina CED-3 tiene similitudes con la proieina

Michael O. Hengarinery H. Robert Horvitz publican la secuencia de la proteina CED-9 v su homologia con la de
Bcl-2: sugicren que los mecanismos moleculares de la muerte celular programada se han conservado desde los

Luis del Peso, Victor M. Gonzilez y Gabriel Niifiez describen la proteina reguladora EGL-1 que se une ¢ inhibe a
CED-%; el efecto protector de CED-9 s¢ antagoniza por EGL-1. Esta bloguea la interaccion de CED-9 con CED-

)]
e muerie celular programada en . elegans [4],
1993
humana [CE (interlenkin-{ beta-converting enzyvme) [49],
1994
nematodos alos mamifieros [5)
1998
4 produciendo la activacionde CED-3 | 50].
2002

Sydney Brenner, H. Robent Horvitz v John E. Sulston reciben el premio Nobe de Fisiologia v Medicina por sus

descubrimientos sobre “la regulacion genédtica del desarrollo de Greanos y la muerte celular programada”™,

mitad de dicho siglo la teoria celular. La elaboracion
del concepto de muerte tiene raices anteriores, desde
Hipdcrates (470-377 a. C), que relatala destruccién de
los tejidos por gangrena, a siglo Il en el que Galeno
(129-201) empieza a elaborar € concepto de necrosis,
y a R. Virchow que define dicho concepto en 1858.
Este Gltimo describe dos tipos de muerte celular, la
necrobiosis (término ambiguo referente a la muerte
natural opuesta ala muerte violenta o mortificacién) y
la necrosis (degeneracion tisular, sinbnimo de gan-
grena).

Un resumen sobre algunos estudios clave sobre el
conocimiento de la muerte celular programada se
recoge en la Tabla Il [20-50] y se pueden ampliar en
varias revisiones bibliogréficas [51-54]. Dada la
copiosidad de publicaciones, se ha seleccionado un
nimero limitado de los hitos iniciales (siglo XIX) y
algunos del siglo XX, sobre todo los centrados entre
los afios 1950 y finales de los afios noventa. Como
mencion especia se presentan algunos de los trabajos
realizados en Caenorhabditis elegans sobre la muerte
celular programada, ya que éstos culminaron en la
concesién del Premio Nobel de Fisiologiay Medicina
a Sydney Brenner, H. Robert Horvitz y John E. Sulston
por sus descubrimientos sobre “la regulacién genética
del desarrollo de 6rganos y la muerte celular pro-
gramada’ (Figura 3).

Los primeros datos, el preludio sobre la muerte de
las células como un proceso fisioldgico y critico, 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
gue lamuerte de las células de la notocorda va seguida
de la neoformacién del cartilago por células nuevas.
Aungue no utiliza € término muerte celular, si hace
referencia a la “reabsorcion”, destruccién o desapa-
ricion de células. En estaépoca, en laque se andizala
regresion de los tejidos en la metamorfosis de anfibios
e insectos, la utilizaciéon de los primeros y primitivos
microscopios y microtomos, asi como € desarrollo de
métodos de fijacion detegjidos y de diferentes tinciones
histoldgicas, permite visualizar 10 que sucede en

| Premio Nobel Fisiclogia y Medicina 2002 '

“Porsus descubrimientos relacionados con
la regulacién genética del desarrollo de
arganos y la muerte celular programacda”

Sydney Brenner H. Robert Horvitz John E. Sulston

Figura 3. Galardonados con el Premio Nobel de Medicina y
Fisiologia en el afio 2002.
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céulas individuales. De este modo, las descripciones
detalladas de las células muertas realizadas por
Walther Flemming [24] se abtienen de preparaciones
realizadas con un fijador de su invencion, muy uti-
lizado posteriormente, que estaba compuesto por &cido
acetico, 6xido de cromo y tetroxido de osmio. W.
Flemming utiliza el término “cromatolisis’ para hacer
referencia a la muerte celular, proceso que coincidiria
con lo que hoy se define como apoptosis.

En e siglo XX, ademés de varios trabajos pun-
tuales previos, se puede destacar el realizado por
Alfred Glicksmann [34] en relacion 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]. Estos, en un tiempo en € que la investigacion
sobre el tema era escasa, describieron que durante €l
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 afio después, en relacion ala muerte
en los sistemas embrionarios indica: "..una muerte
celular abundante, a menudo con una fuerza cata-
clismica, es parte del desarrollo temprano en muchos
animales; es el método habitual para eliminar érganos
y tejidos que son funcionales sdlo 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 caida de las hojas
de los arboles o los pétalos de las flores, se acuiia en
1972 por John F. Kerr, Andrew H. Wylliey Alistair R.
Currie [3] para diferenciar la muerte que ocurre de
forma natural o fisioldgica durante el desarrollo de la
muerte patoldgica por necrosis generada por un dafio
agudo. A partir de evidencias morfoldgicas obtenidas
por microscopia electréonica de tejido hepatico
expuesto atoxinasy linfocitos tratados con hormonas,
establecieron las diferencias entre dos tipos de muerte
celular. También describen los cambios estructurales
caracteristicos de |a apoptosis en las células que van a
morir en tegjidos particulares para mantener el balance
entre proliferacion celular y muerte. Proponen que la
muerte por apoptosis responde a un programa de
muerte intracelular que puede ser activado o inhibido
por estimul os tanto fisiol 6gicos como patol 6gicos.

El primer componente descrito del mecanismo
molecular de la muerte celular en mamiferos fue la
proteina Bcl-2 [4], pero la primera evidencia de la
existencia de un programa genético que subyace a la
muerte celular fisiologica se abtuvo de los estudios
realizados sobre el desarrollo del neméodo Caenor-
habditis elegans [46,47]. Los model os experimental es
seleccionados en diversas éreas de investigacion son
muy Utiles s son aplicables o generalizables a otros
sistemas y s proporcionan de forma rapida numerosa
informacion. Una de las caracteristicas que éstos
deben tener es ser facilmente propagados en €l labora-
torioy poder ser mani-pulados genéticamente paraelu-
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 rapido crecimiento y variedad de
mecanismos reguladores en respuesta a diferentes
condiciones experimentales, €l pequefio tamafio de su
genoma y la facilidad para obtener mutantes. Las
levaduras unicelulares tienen la ventaja adicional de
gue su organizacion celular es similar alade lacélula
eucariota, con nucleo y organulos subcelulares y, por
tanto, con funciones metabdlicasy procesos comparti-
mentalizados. Otros modelos experimentales, aunque
méas complejos, también han sido utilizados con éxito
en numerosas areas de investigacion, como por
gjemplo la planta Arabidopsis thaliana, la Drosophila
melanogaster 0 mosca de la fruta, € pez cebra o los
ratones, asi como sistemas de propagacion in vitro de
numerosas lineas celulares.

El “gusano” C. elegans ha sido un excelente
modelo experimental y, en relacion alaapoptosis, hizo
posible la identificacion de los mecanismos que la
regulan. Ademas, cabe resaltar lahomologia que existe
no sblo entre los genes implicados en la apoptosis en
C. elegans y en organismos superiores, sino también
entre otros implicados en diversos procesos, 10 que ha
permitido extrapolar |os datos obtenidos en €l gusano a
otros sistemas. C. elegans es un gusano transparente
(lo que permite seguir €l destino de cada célulaindivi-
dualmente) de aproximadamente 1mm de longitud, de
piel lisay cuerpo alargado, con un ciclo devidade tres
dias y medio, del que facilmente pueden obtenerse
diferentes lingjes y con un genoma compuesto por
17800 genes que se han secuenciado. Se mantiene y
propaga en € laboratorio en placas de agar con bac-
terias, de las que se aimenta. Este fue seleccionado



M2Antonia Lizarbe Iracheta

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2007; 101 11

C. elegans

(via intrinseca)
= = |

FLIP
Vertebrados (via extrinseca)

Inhibidor Regulador Adaptador Efector Degradacién o
del regulador Interaccion con reguladores procesamiento
y efeciores

’ \} EGL-1 % CED-9 A CED-4 esfp CED-3 iy

~@n. . Bad, Eﬁkil Bcl-2 AI Apaf-1 ool Caspasa-ﬂh

FADD w==jp Caspasa—ﬁﬂ

Caspasa-3 ==

Arcrmd m-=Oamc=

Familia de caspasas
(cistein-proteasas)

S
u
S
T
R
A
T
0
S
D
|
A
N
A

Figura 4. Via apopt6tica de muerte celular programada en C. elegans y en vertebrados. En la muerte celular programada, en la que
los genes se conservan a lo largo de la evolucion, se requieren: a) proteinas que regulan (estimulan o suprimen) la apoptosis, b) pro-
teinas adaptadoras que interactian con los reguladores y los efectores y c) las proteinas efectoras (cistein-proteasas) cuya activacion
conduce a la degradacion de sustratos intracelulares provocando la muerte celular. Todas las proteinas descritas en C. elegans impli-
cadas en la ejecucién de la apoptosis tienen multiples homdlogos en mamiferos; algunos de ellos se muestran en la figura.

como un nuevo modelo experimenta en los afios 60
por Sydney Brenner para estudiar como los genes
dirigen ladivision celular, la diferenciacion y e desa-
rrollo del sistema nervioso, estudios que condujeron a
andlisis del destino de las células. De hecho, la obser-
vacion de que para generar un gusano adulto se pro-
ducen, por sucesivas divisiones, siempre 1090 células,
pero que el gusano adulto tiene 959 células, abrio las
puertas a la investigacion 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 dia C. elegans contindia siendo un modelo
experimental muy utilizado; desde los afios 60 hasta
ahora se han publicado més de 13.000 articul os cienti-
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 lingjes celulares y €
suicidio celular, demostrando en los afios 70 que C.
elegans sigue unas pautas rigidas. En la misma linea,
e 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 ejecucion
de la apoptosis en C. elegans demostrando que basica-
mente son |os mismos en todos los animales [55]. Una

recopilacion de los estudios realizados estan recogidos
en el discurso de aceptacion del Premio Nobel que H.
R. Horvitz titulé “Gusanos, vida y muerte” (Diciem-
bre, 2002).

En 1986, &l grupo de H. R. Horvitz iniciael estudio
de los genes que aparecian aterados en mutantes; a
estos genes les denominaron ced (cell death
abnormal). Se identificaron los genes ced-3 y ced-4,
gue activaban €l proceso de muerte celular, y €l gen
ced-9, que lo inhibia. Por tanto, estos genes son
responsables de que una célula viva o mueray consti-
tuyen el complejo gecutor (Figura 4). Si una célula
expresa |os tres genes sobrevive, pero si no expresa el
gen inhibidor de la muerte ced-9, se suicida por apop-
tosis. El conocimiento sobre la actuacion de estos
genes ha permitido establecer el dogma “central de la
apoptosis’. La proteina EGL-1 (que sdlo contiene un
dominio BH3) seinduce en las células que estén desti-
nadas a morir e interacciona con la proteina reguladora
CED-9. Esta interaccion desplaza a la proteina adap-
tadora CED-4, factor activador de una proteasa, que
promueve la activacion de CED-3. Esta Ultima tiene
actividad protedsicay es una de las efectoras y €jecu-
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 homologas a
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Figura 5. Evolucién del nimero de publicaciones sobre apop-
tosis y moléculas implicadas en este proceso. En la gréafica se
representa la evolucion anual del nimero 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.nim.nih.gov/pubmed/).
Asimismo, se indica el afio en el que se cita por primera vez
cada término y, en el inserto, se agrupa el nimero total de
publicaciones a lo largo de varios afios.

las descritas en C. elegans (Figura 4). Sin embargo, €l
escenario es mucho mas complejo, €l nimero de
moléculas reguladoras y efectoras es superior VY,
ademds, existen mecanismos reguladores adicionales
[56].

Otro de los problemas planteados, al que dio
respuesta J. E. Sulston, es €l referente al destino de los
cadaveres de las células muertas, que ademas explica
por qué no se detectd antes la apoptosis a pesar del
elevado nimero de células que pueden morir a diario
en un organismo. Las células se suicidan de forma
discreta y sus restos son eliminados limpiamente sin
gue queden vestigios de la muerte, confirmando que €
proceso de aclaramiento de células apoptéticas es muy
eficaz. J. E. Sulston caracteriz6 otros mutantes ced en
los que las células morian pero se producia unaacumu-
lacién de los cadaveres A partir de ese momento se
empez6 a identificar a los genes implicados en este
proceso.

La capacidad de Bcl-2, e homélogo del gen anti-
apoptatico ced-9, para prevenir la muerte celular pro-
gramada en C. elegans [4,5], vy la existencia de otros
genes gue controlan la apoptosis equivalentes en
mamiferosy C. elegans [49], pone de manifiesto que
este proceso esta altamente conservado alo largo dela

evolucion, que es basico y universal. Todas las células
expresan los componentes moleculares que les per-
miten "suicidarse" en funcion de las sefides proce-
dentes del entorno celular o de su interior.

Desde € principio de los afios 90, la investigacion
sobre el proceso de apoptosis se haincrementado afio a
ano de forma vertiginosa y fascinante. Como se puede
observar en laFigura 5, las publicaciones sobre apop-
tosis han aumentado de formaexponencial; en los siete
anos de este siglo se contabilizan més de 100.000
articulos cientificos. Aquellas que hacen referenciaala
proteinaBcl-2 0 amiembros de su familia, a igual que
las de caspasas, engrosarian aun més los nimeros. El
porcentaje de publicaciones sobre apoptosis, del total
de articulos cientificos en el &reade lasalud, superaya
el 2%.

Ademas de su importancia como fenémeno biol 6-
gico, la apoptosis se ha relacionado con varias enfer-

INCREMENTO DE LA APOPTOSIS
{aumanio do mueris celufar y
disminucién de In prodiferachin)
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Figura 6. Patologias asociadas con alteraciones en el proceso
de apoptosis. En la tabla se enumeran algunas de las
patologias en las cuales se ha observado una relacion directa
con alteraciones en el equilibrio entre los procesos de muerte
celular programada y de proliferacion celular, bien por incre-
mento o por inhibicién de la apoptosis.
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medades en las que se produce un desequilibrio entre
el balance de proliferacion y muerte celular (Figura 6).
Asi, la patogénesis de varias enfermedades humanas
revela que € componente apoptotico puede contribuir
tanto a la progresiéon de la enfermedad como incluso
dar cuenta de ella. Un exceso de apoptosis causa
patologias asociadas a pérdida de células (procesos
degenerativos), mientras que unadisminucién provoca
un incremento descontrolado del nimero de células,
modificando el recambio celular. Ademas, alteraciones
en la eliminacién de los cuerpos apoptoticos también
pueden contribuir a un desequilibrio en lahomeostasis
celular [57]. Por gemplo, en las enfermedades cré-
nicas neurodegenerativas como el Alzheimer y el
Parkinson, se ha descrito una muerte celular a través
de unarutaenddgena suicida[58]. Otro de los aspectos
aconsiderar eslarespuestade los tumores a diferentes
terapias como la hormonal, la quimioterapia, la
radioterapia 0 e tratamiento con agentes biol6gica
mente activos, que dependerd, al menos en parte, de la
capacidad de desencadenar la apoptosis u otros tipos

de muerte celular. La adquisicion de resistencia de las
células tumorales, no respondiendo a laterapia, puede
residir en una desregulacién de algunas de las etapas
de la apoptosis [59]. Es de desear, y parece un futuro
prometedor, que los conocimientos bésicos sobre la
apoptosis, vias que gobiernan su gjecucion y la elimi-
nacion de los cuerpos apoptéticos, puedan ser apli-
cados a disefio de farmacos que activen o inhiban
selectivamente la muerte de las células. En la pagina
web de la red espafiola de apoptosis
(http://apored.bg.uam.es) se puede encontrar infor-
macion tanto divulgativa como sobre diferentes lineas
de investigacion relacionadas con apoptosis.

MOLECULASIMPLICADASEN EL
PROCESO DE APOPTOSIS: EFECTORES
INTRACELULARES

Varias familias de moléculas estan implicadas en la
muerte celular programada. La fecha de identificacion

TABLA lll: Identificacion de algunas moléculas implicadas en la muerte programada

David L. Vaux. Suzane Cory v Jerry M. Adams describen el papel antiapoptotico y tumorigénico de la proteina
1988 | g
wmana producto del gen Bel-2 [60].
1992 Dos grupos independientes (de compaiiias farmacenticas) identifican en células humanas v purifican la proteina
ICE (Interleukin-1-beta-converting enzynie), una cistein-proteasa [61.62].
1989/1992 La obtencion por varios grupos |63.64] de anticuerpos monoclonales que inducen apoptosis posibilitay conduce
alaidentificaciony clonaciéndel receptor de muerte Fas/APO-1/CDY5 [65].
La observacion de que en la superficie de las células apoptoticas se expone fosfatidilserina proporciona un
1992 marcador de apoptosis y permite determinar como son reconocidas las células muertas antes de ser fagocitadas
[66].
1993 Junying Yuany colaboradores identifican ICE como la proteina equivalente a CED-3 [49].
: .| Se propone un papel para la proteina p53 en la induccion de apoptosis [67]. viéndose posteriormente que p53
1991/1994 | : L i
causa apoptosis a través de un mecanismo que puede serbloqueado por Bel-2 [68].
1993 El grupo de Shigekazu Nagata identifica los primeros ligandos del receptor Fas [69.70]..
1993 El producto del gen p35. que se describié en baculovirus. es ¢l primer inhibidor de la apoptosis (IAP)
& identificado [71.72].
1996 Se acuiiael termino caspasa para agrupar el conjunto de proteasas que se activan durante la apoptosis [ 73].
Se interrelaciona la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria con ¢l proceso de apoptosis a través de la
1996/1997 S .
activacionde ciertas caspasas [74].
1997 Hou Zou v colaboradores identifican una proteina similar a CED-4 a la que nombran como Apaf-1 (A poptotic
protease activating factor) [75].
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TABLA IV: Relacién de acrénimos. Definicién y funcién en relacién con la apoptosis

Acronimo / Definicion Funcion

AlF i i i i i
Apoprosis-Inducing Facior Oydnrmduc_lasn mllocqndnal que induce apoplosis. Se transloca al
nucleo v activa a desoxinucleasas.

ANT Transportador de micledtidos de adenina componenie del poro de
Adenine Nucleotide Tanslocator ransicion de permeabilidad mitocondrial

Apai-1 Proteina citosolica que interacciona con el citocromo ¢, dATP y
Apapiatic protease activating factor procaspasa-9 formando ¢l apoptosoma, complejo que activa a las

caspasas gjecutoras.

ATG Autaphagy-related Genes implicados en la supervivencia v muerte celular por autofagia.

| Proteina quinasa que se activa en respuesia a danos en ¢l DNA es
una de las quinasas que fosforila a p33,

AT gravia Telangiectasia Mutated

Bel-2 Proteina anti-apoptotica. Término genérico que designa a la familia
B-cell lmphoma-2 de pmls:limns, cuyos micmbros pucden bloquear o af:ii\"ﬂr la
# apoptosis, que regulan la muerie celular por la via intrinseca
mitocondrial_

BH Bel-2 Homology Dominios homologos de las proteinas de la familia Bel-2.

CARD Domimo de reclutamicnto de caspasas localizado en ¢l prodominio
Caspase-Recruitment Donains de ¢stas v responsable de establecer interacciones con olras proleinas
que contengan el mismo dominio.

| Proteina que inhibe a las caspasas 8 v 10 bloqueando 1a via de los
receplores de muere.

CARP Cellcyvele Apaprasis Regulatory Protein

Término que agrupa a los miembros de la familia de las proleasas

CEPASA o stein-dependent tete-directed
st skl s ICE/CED3 implicadas en las fases efectora v gjecutora de la

Jprofedses (caspase)

| apoplosis,
implics ; lacio I: Tul; T
ced ol dook absiormel g::?cs'r;:::; ::I::dﬂs en la regulacion de In muerte celular programada
CrmA | Inhibidor de caspasas de origen viral que se une al centro catalitico

Cytokine respense modifier A de las caspasas.

DD Dominio de muerie que contiene los recepiores de muerte de la via
Death Domain extrinsecy. Region responsable de la interaccion con los mismos
domimios de las proteinas adaptadoras.

DED Dominio cfector de muene localizado en el prodominio de las
Death-Effector Domain caspasas. implicado en la interaccion con proieinas que conlengan
los mismos dominios.

DISC _ ey it Complejo de sealizacion de muerte mediada por receplores de
Deathcinelicing Sighaling Loy muerie formado por la proteing FADD v las caspasas 8 o 10,

DNA-PK DN A-protein kinase Proteina quinasa dependiente de DNA que se activa €n respucsta a
i | daiios en el DNA v es una de las dianas de las caspasas.

FADD Proteina adaptadora que interacciona a traveés de su dominio de
Fas Associated Death Domain muere con recepltores de la via extrinseca. Posce un dominio de
muerie de interaccion con caspasas 8 v 10,
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FLIP
Flice-like Inkibitory Protein

Proteina que ticne un dominio efector de mueric que inleracciona
con caspasas regulando la actividad de las mismas. Bloquea la
apoptosis mediada por receptores de muerte.

AP Inhibitor-of-Apoptosis Pratein

Micmbro o familia de proteinas de mamiferos que inhiben a las
caspasas.

ICAD/DFF45

Inhibitor of Caspase Activated
DNase DN Fragmentation Factor 45

Proteina que mantiene inhibida a la desoxinucleasa responsable de la
degradacion del DNA duranie la apoptosis. Es una de las dianas de
las caspasas.

ICE

Interleukin- 13-Converting Enzvine

Primera cistein-proteasa descrita implicada en apoptosis
Posterionnente s¢ denoming caspasa-1; estd implicada en
inflamacion.

MAPK
Mitogen Activated Protein Kinases

Familia de proteinas quinasas que fosforilan a residuos de
serina/treomnag v que responden a estimulos extracelulares. Regulan
varios procesos celulares como la proliferacion, supervivencia v
apoplosis.

Mdm-2
Murine double mimite-2

Proteina con actividad de ubiquitina ligasa. una de las que controla la
degradacion de la proteina p53. Interacciona con p33 bloqueando su
actividad transcripcional; es un regulador negativo.

Omi/Hir A2 Ooevie Mairation Inhibitor High
temperature requirement protein A2

Proteina mitocondrial que sc libera al citoplasma v bloquea a
inhibidores protcicos de las caspasas.

PARP Polv-(ADP) Ribose Polvmerase

Poli-( ADP-ribosa) polimerasa implicada en la reparacion del DNA;
es una de las dianas de las caspasas.

PI3K

Phasphatidvlinositol-3-Kinase

Fosfatidilinositol-3-quinasa que se activa por una vanedad de
receplores de factores de crecimiento. La ruta de sefializacion
P13k/Akt regula la proliferacion celular, la apopiosis v a factores
iranscripcionales.

RING
Really Interesting New Gene

MNombre trivial del dominio, 0 motivo estmctural de dedo de #inc
Cys, HisCys,. que contienen los inhibidores proteicos de la caspasas.
Implicado en la degradacion por ubiquitinizacion de las caspasas.

Seeond mitochondria-derived
activator of caspases Direct TAP
Binding Protein with fow
isovlectricpaint)

Smac/DIABLO

Proteina pro-apopidtica mitocondrial que se libera al citoplasma
duranie 1a apopiosis. Bloguea a proteinas inhibidors endogenas de
las caspasas.

ROS

Reactive Oxygen Species

El iérmino colectivo especies reactivas de oxigeno incluye a
radicales de oxigeno (superoxido ¢ hidroxilo) v a algunos derivados
no radicales de oxigeno molecular como el peroxido de hidrogeno.
En las células de mamifero se producen como producios del
metabolismo normal v por activacion de sistemas enzimiticos unidos
a membrana como el complgjo NADH oxidasa, en respuesta a
celimulos exopenos,

Tumor Necrosis Factor

Factor de necrosis tumoral: citogquina que participa en la inflamacion
v ¢s un ligando de uno de los receptores de muerie de la via
extrinseca de induccion de apopiosis.

TNFR
Tumor Necrosis Factor Receptor

Superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral v, en
relacion con la apopiosis, es un receplor de muerte celular de la seiial
por la via extrinseca,

VDAC
Voltage-Dependent Anion Chanel

Componenie del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
localizado en la membrana externa con ¢l que inleraccionan
proteinas de la familia Bel-2.
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de agunas de las primeras moléculas fundadoras de
dichas familias, o de alguna proteina clave en dicho
proceso, se recoge en la Tabla Il [60-75]. Los
acrénimos por los que se reconocen a algunas de las
moléculas que participan en la apoptosis, se detallan
enlaTablalV.

Familia de proteinas Bcl-2

Existen a menos una veintena de miembros de esta
familia de proteinas en mamiferos [76,77]. La primera
gue se describi6, estructura prototipo y que da nombre
aesta familia, es la proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma-
2) [60]. En C. elegans, unade las proteinas encargadas
de llevar a cabo e programa de apoptosis, CED-9,
muestra una gran similitud tanto estructural como fun-
cional con Bcl-2, impidiendo la activacion por CED-4
de la proteina CED-3 efectora de la apoptosis (Figura
4).

Los miembros de esta familia tienen actividades
opuestas que median lamuerte celular y también estén
implicados en otros procesos como tumorigénesis y
respuesta celular alaterapiaantitumoral. Las proteinas
se pueden clasificar en subfamilias atendiendo a dife-
rencias estructurales y funcionales. En dependenciade
como afectan a proceso de muerte celular se describen
dos tipos de proteinas: anti-apoptdéticas, si 1o bloquean
(por gemplo Bcl-2, Bel-X,, Bcl-w, Bcl-by Mcl-1), y
las pro-apotdticas (por gemplo Bax y Bak), entre las
gue también se incluyen aquellas que contienen solo
un dominio BH3 [1,78]. En la Figura 7 se comparan
los dominios estructurales de las proteinas de la
familia Bcl-2 y también se incluyen, en |los correspon-
dientes grupos, las proteinas homologas en C. elegans,
CED-9y EGL-1.

Una caracteristica estructural comin de los miem-
bros de esta familia es la presencia de regiones
homélogas a Bcl-2 denominadas BH (Bcl-2
Homology; BH1-BH4). Los dominios BH carecen de
actividad enzimética y estan implicados en los pro-
cesos de asociacion de cadenas polipeptidicas; deter-
minan la capacidad de estas proteinas para
interaccionar entre ellas, formando homo y hete-
rodimeros, o con otras proteinas no relacionadas. Sin
embargo, €l efecto gercido sobre el proceso de apop-

tosis parece no correlacionarse con el nimero'y tipo de
heterodimeros que forman los miembros de esta
familia, sino conlosniveleslibresde Bcl-2y Bax [79].
Los dominios BH1y BH2 se encuentran en todas estas
proteinas y la secuencia del dominio BH3 es diferente
en las proteinas pro- y anti-apoptoéticas [77,80,81].
Ademés, BH4 esta presente exclusivamente en la sub-
familia anti-apoptoticay es el dominio responsable de
interaccionar con componentes del megacana mito-
condrial impidiendo gue se produzcan alteraciones en
dichos organulos asociadas con la apoptosis. De
hecho, las caspasas pueden actuar sobre las proteinas
anti-apoptoticas eliminando el dominio BH4 de su
estructura.

Dentro de los miembros pro-apoptéticos se
encuentran las proteinas que sdlo tienen el dominio
BH3 (Bad, Bid, Bik y Bim); algunas de ellas poseen un
dominio transmembrana (Figura 7). Excepto por €l
dominio BH3, no muestran homologia con Bcl-2 y
forman una subfamilia o grupo estructuralmente
diverso. Se ha descrito que, pararegular € inicio dela
apoptosis, varias de estas proteinas se pueden activar
por diferentes vias, como por ruptura proteolitica, fos-
forilacién y miristoilacién. Estas proteinas se pueden
unir e inhibir a las anti-apoptéticas y, por tanto, pro-
mover la apoptosis. En ultimo término, actdan sobre la
mitocondria induciendo la liberacién de citocromo ¢y
otros factores apoptogeénicos, promoviendo finalmente
laapoptosis[78].

Bcl-2 posee los cuatro dominios BH; es una pro-
teina anti-apoptotica que esta localizada en la mem-
brana mitocondrial externay mantiene laintegridad de
lamitocondria. Ademas, gjerce su actividad interaccio-
nando, y por tanto inhibiendo a proteinas pro-apop-
téticas. Por otro lado, Bax es uno de los miembros
pro-apoptéticos mas significativos de esta familia
Posee los dominios BH1, BH2 y BH3, aunque BH1y
BH2 son los que guardan homologia con Bcl-2. Bax
esta ampliamente expresada en distintos tejidos y su
sobreexpresion acelera la muerte en respuesta a dis-
tintas sefiales. Los efectos de prevencién de apoptosis
gjercidos por Bcl-2 y de promocién por Bax son
dependientes de su interaccién con membranas. Por
ello, la mayor parte de estas proteinas poseen un
dominio carboxilo terminal transmembrana (excepto
algunas proteinas de la subfamilia BH3 como Bid y
Bad). Este facilita su inserciéon en membranas
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Figura 7. Regiones homélogas de algunos miembros de la
familia Bcl-2 y de las correspondientes proteinas en C. elegans.
En la figura se representan de forma esquematica las proteinas
de la familia Bcl-2, y sus analogos en C. elegans CED-9 y EGL-
1, agrupados por subfamilias en funcién de su actividad anti-
0 pro-apoptoética. Ademas, se indican las regiones BH y las
regiones transmembrana (TM). En la proteina Bcl-2 se ha
descrito la existencia de un bolsillo hidrofébico (que engloba a
las regiones BH3, BH1 y BH2) responsable de la interaccion de
Bcl-2 con los dominios BH3 de las proteinas pro-apoptoticas.

intracelulares (la cara externa de la membrana mito-
condrial, el reticulo endoplasmico y la envoltura
nuclear). La similitud estructural de Bcl-X, con los
dominios de formacién de poros de la toxina de la dif-
teriay de las colicinas A y E1 sugiri6é que Bcl-X, y
otros miembros de la familia, podrian regular la apop-
tosis a través de la formacion de poros [82]. En este
sentido, se ha descrito que Bcl-2 puede regular € flujo
de protones para mantener el potencial de membrana
mitocondrial en pre-sencia de estimulos que provocan
una disminucién del mismo [83]. La induccion de
apoptosis implica que la proteina Bax citoplasmatica
migrey se unaalamembranamitocondrial. Bax y Bak
pueden actuar interaccionando con componentes del
megacanal mitocondrial o bien pueden formar un canal
oligo-mérico gue conduce a un dafio mitocondrial
[84,85]. La formacion de poros incrementa la perme-
abilidad mitocondrial y permite la liberacién de los
factores apoptogénicos [AIF (Apoptosis-lI nducing

Factor), citocromo c, calcio, especies reactivas de
oxigeno (ROS; Reactive Oxygen Species), etc.]. El
mecanismo que media el efecto de Bcl-2 parte proba
blemente de su localizacion en la membrana mitocon-
drial externa donde se unird a Bax impidiendo la
formacion de poros en dicha membranay, por tanto, la
liberacion de factores que desencadenarian el proceso
apoptotico [85,86].

La familia de las caspasas

La maquinaria de transmision de las sefiales apop-
téticas es complgja. Se puede iniciar a través de dis-
tintas vias dependiendo del estimulo recibido por la
célula Una vez iniciada la sefial, ésta se transmite a
través de distintas proteinas adaptadoras. Sin embargo,
todas las sefiales convergen al final en la activacion de
una familia de cistein-proteasas, denominadas cas-
pasas, que cortan a la proteina diana detras de un
residuo de aspartico, de ahi 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
delas proteasas | CE/CED3 y homogeneizar la nomen-
clatura. Las caspasas son las encargadas, en ultimo
término, de gjecutar el proceso de muerte celular y
activan a otras enzimas que degradan multiples pro-
teinas, con el consiguiente desmantelamiento de la
arquitectura celular. La implicacion de estas proteasas
en los procesos de apoptosis estd ampliamente docu-
mentada [73, 77].

Hasta el momento, en humanos se conocen 11
miembros de esta familia de proteinas [1]. La primera
proteasa descrita en mamiferos se denominé ICE
(I nterleukin-18-Converting Enzyme) o caspasa-1. Esta
es precisamente uno de miembros de la familia al que
no se le ha relacionado con € proceso de la apoptosis
sino con € de lainflamacién, ya que es responsable de
larupturay activacién de lainterleuquina 1B, unacito-
guina proinflamatoria. El andlisis filogenético revela
gue existen dos subfamilias de caspasas [87]. La sub-
familia de la caspasa-1 (caspasas 1, 4, 5y 11-14), que
se han implicado en €l control de la inflamacion, y la
subfamilia de la caspasa-3 (caspasas 3 y 6-10), que
estan especializadas en desencadenar y gjecutar la
muerte por apoptosis. La caspasa-2 es estructural-
mente similar a la subfamilia de la caspasa-1 pero su
funcién la ubica en la subfamilia de |a caspasa-3.
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Figura 8. Mecanismos de activacién e inhibicién de caspasas. (A) Las caspasas se sintetizan
bajo la forma de proenzima inactiva que, en general, requiere una activacion proteolitica por
eliminacién del prodominio y separacién de las subunidades pesada (p20) y ligera (p10). Esta
rotura se produce siempre detras de residuos de acido aspartico. Tras la digestién proteoliti-
ca, las caspasas efectoras (p.e. caspasa-3) forman un heterotetramero activo, compuesto por
dos subunidades pesadas y dos ligeras, con dos centros cataliticos por tetramero. Las cas-
pasas efectoras pueden inhibirse de forma competitiva por unién a los centros activos de
inhibidores virales (CrmA o p35), proteinas inhibidoras de la apoptosis como XIAP, o pépti-
dos sintéticos inhibidores como el z-VAD-fmk. (B) Tras la activacion proteolitica, los dimeros
de cadenas pesadas y ligeras se encuentran en equilibrio conformacional y sélo una de las
conformaciones es capaz de formar el tetramero activo. Algunos inhibidores sintéticos, como
el “compuesto 34”, pueden ejercer una inhibicion alostérica al unirse a un residuo de cistei-
na en la interfase, estabilizando la conformacion inactiva e impidiendo la formacion del
tetrdmero.
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Las caspasas se sintetizan en forma de zimdgenos
(proenzimas inactivas o pro-caspasas). Se activan por
protedlisis limitada y asociacion de subunidades [88],
adquiriendo su capacidad catalitica 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 pequefia (de
10 kDa). Lalongitud del prodominio esmuy variabley

éste esta implicado en la regulacion de la activacion.
En estaregion se localiza un dominio de reclutamiento
de caspasa (CARD; Caspase-Recruitment Domain) o
el dominio efector de muerte (DED; Death-Effector
Domain), que tipicamente facilitan la interaccion con
proteinas que contengan dominios iguales. Aquellas
caspasas que poseen un prodominio largo parecen
estar implicadas en la iniciacion del proceso de apop-
tosis y se denominan caspasas iniciadoras o acti-
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vadoras (caspasas 2, 8, 9y 10; se autoactivan e inician
€l proceso protealitico sobre otras caspasas). El prodo-
minio de la caspasa-9 esta implicado en la formacion
del complejo multimérico denominado apoptosoma.
Las caspasas con un prodominio corto se activan por
las caspasas iniciadoras para gecutar el programa de
apoptosis y se las conoce como caspasas efectoras
(caspasas 3, 6 y 7). Estas son, en ultimo término, las
gue degradan una amplia gama de sustratos durante la
apoptosis[87].

Las caspasas se activan una vez iniciadas las dis-
tintas vias de sefializacion del programa de apoptosis.
La activacion de cada caspasa requiere un minimo de
dos roturas proteoliticas: una, en la que se separa €
prodominio del resto de la molécula, y otra, que da
lugar alas subunidades grande y pequefia (Figura 8A).
Estos cortes, en los que estan implicados residuos de
aspartico, ocurren de un modo ordenado y van
seguidos de la asociacion de dos de cada una de estas
subunidades para formar una estructura tetramérica.
Esta asociacion puede ser homo- o heterodimérica,
generando una enzima con dos centros activos y una
especificidad absoluta de corte detras de un residuo de
aspartico. Todo ello implica que estas enzimas puedan
ser activadas bien autocataliticamente 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 dimeros preformados [77]. Ademés,
también se ha descrito que algunas caspasas se pueden
activar por cambios conformacionales.

Las caspasasy la gecucion bioquimica

¢COmo ejecutan las caspasas € programa de apop-
tosis? Las caspasas, aunque son extraordinariamente
sel ectivas como proteasas, €jercen su actividad proteo-
litica sobre un amplio nimero de sustratos. En éstos
rompen el enlace peptidico detras de un residuo de
aspartico, pero lo que reconocen son diferentes
motivos tetrapeptidicos (-DEVD-, -LETD-, -LEHD-
son reconocidos por las caspasas 3, 8y 9, respectiva
mente), confiriéndoles cierta especificidad de sustrato.
A su vez, las caspasas inactivas pueden ser sustrato de
las activas, desencadendndose una cascada de manera
gue unas caspasas activan a otras siguiendo un orden
jerarquico [89].

La proteolisis de muchos de los sustratos de cas-
pasas es la responsable de los humerosos cambios
metabdlicos y estructurales que se desencadenan
durante el proceso de apoptosis. Actlan sobre un gran
namero de proteinas, tanto citoplasméticas como
nucleares, con actividades y participacidn en procesos
celulares tan diversos como: metabolismo y reparacion
del DNA, fosforilacidn de proteinas, transduccién de
sefales, regulacion del ciclo celular y proliferacion.
Ademas, estén relacionadas con proteinas responsa-
bles de enfermedades genéticas humanas y proteinas
gue 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 degradacién del DNA
durante la apoptosis), las relacionadas con la
reparacion del DNA y con los procesos de replicacion
y transcripcion del DNA (DNA-PK), la poli-(ADP-
ribosa)-polimerasa (PARP: Poly-(ADP) Ribose
Polymerase) y proteinas estructurales como las lami-
nas nucleares y la citoqueratina 18.

Inhibidores de caspasas

Debido alos efectos | etal es provocados por las cas-
pasas no es de extrafiar que su actividad esté sometida
a un estricto control gjercido a distintos niveles. Asi,
ademas de la compartimentalizacion subcelular, se
puede producir una regulacion transcripcional através
de distintos agentes, como € interferon vy, que afectan
a la expresién génica de diferentes caspasas [90]. Por
otro lado, se han descrito distintos tipos de modifica-
ciones post-traduccionales (nitrosilacién, fosfori-
lacién, etc.) que pueden modular la actividad de estas
proteasas [87]. Ademas, existen mecanismos especi-
ficos de regulacion como la actuacién de inhibidores
delas 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 alas caspasas 1y 8, y ala caspasa-10
humana. De esta forma, previene la activacion de la
apoptosis bloqueando al receptor de TNF (Tumor
Necrosis Factor; de la via 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 actuacion: inhibe alas cas-
pasas 1, 3, 6, 7, 8 y 10. Se ha propuesto un mecanismo
de actuacién de inhibidores como CrmA, p35y otras
moléculas sintéticas; se unen como pseudosustratos al
centro catalitico de las caspasas diana inhibiendo su
actividad catalitica. 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 proteinas de mamiferos
denominada IAP (I nhibitor-of-Apoptosis Protein) que
son capaces de unirse e inactivar a distintas caspasas
(3, 7y 9). Se conocen varios miembros de esta familia
en mamiferos (ClAP-1, clAP-2, XIAB, ILP-2, NAIPy
la survivina), aunque excepto XIAP1, los demés
parece que no inhiben alas caspasas a concentraciones
fisiologicas [93]. Ademés de estos inhibidores directos
se han descrito otras moléculas, como las proteinas
CARP1y CARP2 (CARP: Cedll-cycle Apoptosis Regu-
latory Protein), que se asocian alas caspasas 8y 10 e
inhiben la sefid de la via de los receptores de muerte.
Por los dominios estructurales que tienen los
inhibidores proteicos se ha propuesto que un meca
nismo de actuacion seria evitar la dimerizacion de las
caspasas, 0 unirse a las procaspasas, por gemplo ala
procaspasa-9, impidiendo su activacion. 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 catalizarian la transferencia de ubi-
quitina a diferentes sustratos, entre ellos la capasa-3.
Estos quedarian marcados como dianas para su
degradacion por € proteasoma [94]. A este repertorio
de inhibidores, y con vistas a tratamientos terapéu-
ticos, hay que sumar €l 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 estan basados en
la secuencia de los sustratos de caspasas (por ejemplo
z-VAD-fmk) y que actian como pseudosustratos
(Figura8A'y B) [91].

RUTASDE SENALIZACION DEL
PROCESO DE APOPTOSIS

La apoptosis, como proceso activo dependiente de
energia, se puede iniciar por unagran variedad de esti-

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, 0 que pueden
reprimirse o inhibirse, estdn implicadas en la apop-
tosis. La estimulacion de moléculas pro-apotdticas o la
inhibicion de factores anti-apoptéticos dependen del
tipo celular y del insulto. Se ha descrito una redun-
dancia asociada a una especializacion funcional de las
moléculas que constituyen las diferentes familias
implicadas en el desarrollo del programa apoptatico.
La multiplicacion de los reguladores de la muerte
celular permite que los miembros de una familia
puedan realizar su funcidn segun su localizacién sub-
celular o, por ejemplo, dependiendo de las interac-
ciones proteina-proteina que puedan establecer. Esta
division de labores permite a los organismos multi-
celulares detectar y responder diferencialmente a dis-
tintos estimulos. Asi, en humanos, en la muerte
inducida a través de receptores de muerte y por estrés
de reticulo endoplasmico o genotoxico, participan las
caspasas 8, 4y 2, respectivamente.

El programa de apoptosis se desarrolla en varias
etapas. En la primera, etapa efectora o de determi-
nacion, la céula reacciona ante un estimulo deter-
minado o0 ante su ausencia (sefiales de desarrollo,
estrés celular, alteracion del ciclo celular, etc.) deci-
diendo iniciar el proceso de apoptosis. En la segunda,
etapa de g ecucién o degradativa, la célula sufre un
conjunto de alteraciones moleculares que desenca-
denan la muerte celular. A éstas hay que afiadir la fase
de limpieza o eliminacion de los cuerpos apoptéticos.
Las diferentes rutas a través de las que se regula €
proceso de apoptosis, asi como las moléculas impli-
cadas en su activacion y gjecucién, se muestran en la
Figura9[77,78].

Via de los receptores de muerte

Una primera ruta de sefializacion del proceso de
apoptosis tiene su origen en la membrana celular a
través de o que se conoce como via extrinseca o de
receptores de muerte. Estos receptores pertenecen a
la superfamilia del receptor de TNF (TNFR) cuyos
miembros tienen en comin un dominio extracelular
rico en cisteina, un dominio transmembrana y una
secuenciaen su dominio citoplasmético paraacoplar €
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Figura 9. Vias de sefializacién que conducen a la muerte por apoptosis. Dependiendo del tipo de estimulo apoptoético, se pueden
activar distintas rutas iniciadoras de la cascada de sefiales del programa de apoptosis. La via extrinseca, mediada por los receptores
de muerte, se inicia en la membrana plasmatica tras la unién 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 homotrimerizacion del receptor que, a través
de proteinas adaptadoras (como FADD), activa a la pro-caspasa 8. En la via mitocondrial o intrinseca, la familia de proteinas Bcl-2
regula la liberacion de calcio, ROS (especies reactivas de oxigeno) y proteinas apoptogénicas (citocromo c, Apaf-1 y AlF) que pueden
activar a la pro-caspasa 9. A su vez, la expresion de los distintos miembros de la familia Bcl-2 puede estar regulada por estimulos pro-
apoptéticos, como el dafio en el DNA. En este caso, dicho dafio induce a través de las quinasas ATM o DNA-PK, la activacion de p53
gue, a su vez, promueve la transcripcion de los genes pro-apoptéticos de esta familia (p.e. Bax) y reprime las de los anti-apoptoticos
como el propio Bcl-2. La activacion de las pro-caspasas implica la liberacion del prodominio y la separacion proteolitica de las sub-
unidades grande (morado) y pequefia (rosa), con la posterior asociacion de dos subunidades grandes y dos pequefias dando lugar a
la especie activa con dos centros cataliticos (verde). Las caspasas iniciadoras activan a las caspasas ejecutoras, que son las desenca-
denantes de los diversos procesos celulares que conducen finalmente a la muerte celular por apoptosis. Existen otras vias de acti-
vacién intrinseca del proceso de apoptosis, como la que produce la activacion dependiente de p53 de la caspasa-2 que, a su vez,
induce la liberacion mitocondrial de la oxidorreductasa AIF y la endonucleasa mitocondrial EndoG, que se dirigen al nlcleo y pro-
mueven la degradacion de nucleosomal de la cromatina. El estrés de reticulo endoplasmico es otra de las vias intrinsecas de induc-
cién de apoptosis en la que se altera de la homeostasis de calcio; en esta ruta estd implicada la caspasa-12.
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receptor con el resto de la maquinaria apoptética.
Estos receptores también participan en el control de
otros procesos como la respuesta inmune e inflama-
toria, la homeostasis 6sea y € desarrollo y diferen-
ciacién de estructuras epiteliales.

La sefid se inicia tras la unidn de los correspon-
dientes ligandos (citoquinas pro-apoptéticas y pro-
inflamatorias como FasL, TNF, etc.) a sus respectivos
receptores de muerte (Fas, TNFR1, TRAILR1, etc.)
[95,96]. Launion del ligando provoca la homotrimeri-
zacion del receptor y, de este modo, el receptor de
muerte es capaz de reclutar proteinas adaptadoras
hacia la membrana celular. Este proceso implica la
interaccion homofilica entre los dominios de muerte
DD (Death Domain) de los receptores con los de las
moléculas adaptadoras (proteinas puente entre el
receptor y la caspasa) como la proteina FADD (Fas
Associated Death Domain). Las moléculas adapta-
doras poseen los dominios efectores de muerte DEDs
capaces de interaccionar homofilicamente con algunos
miembros de la familia de las caspasas provocando su
activacion. Asi, se forma un complejo de sefializacién
de muerte (DISC; Death-Inducing Signaling
Complex) que contiene a la proteina FADD vy las cas-
pasas 8 0 10. La activacion de la procaspasa-8 requiere
su asociacion con la molécula adaptadora FADD a
través de los dominios DED, situandose la caspasa-8
en la via apopt6tica mediada por receptores de muerte
[97,98]. La caspasa-8 se activa, dirigiendo de esta
forma la gecucion de la apoptosis ya que, a su vez,
activa a las caspasas gjecutoras. Ademas, la caspasa-3
puede eliminar un dominio de la proteina Bid amplifi-
cando la sefia de muerte celular ya que causa un dafio
alamitocondria.

Por otro lado, a través de la via de sefializacion de
los receptores de muerte, la activacion de las caspasas
puede ser regulada por la proteina FLIP (Flice-like
I nhibitory Protein). Esta contiene e dominio DED, lo
gue le permite unirse al prodominio de la procaspasa-8
blogueando la interaccion de dicha caspasa con los
compl g os receptor-proteina adaptadora e interfiriendo
en el proceso apoptotico.

Via mitocondrial

El organulo mediador central de una segundaviaes
la mitocondria, que también puede ser mediador de la

necrosis y de la autofagia. La importancia de estos
organulos es manifiesta ya que defectos en la cadena
de transporte electronico pueden inducir la formacién
de ROS causando peroxidacion lipidicay dafios en la
membrana [99]. En 1994 se propone a la mitocondria
como una de las primeras dianas durante |a apoptosis.
Ademés de otros estudios previos puntuales que rela-
cionaban la apoptosis y lamitocondria, en esafecha se
describen los cambios observados en las etapas ini-
ciales de la apoptosis. € potencial de membrana mito-
condria disminuye asociado a un desacoplamiento de
la cadena de transporte electronico y sintesisde ATP, y
se reduce la traduccién [100]. La permeabilidad de la
membrana mitocondrial est4 controlada por un poro
complejo conocido como el megacanal mitocondrial o
el poro de transicion de permeabilidad mitocondrial,
gue mantiene lahomeostasis de lamatriz 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 esta estrictamente controlado.
Como componentes minimos de este poro se ha
descrito a la proteina de la membrana interna ANT
(Adenine Nucleotide Tanslocator), aVDAC (Voltage-
Dependent Anion Chanel) de lamembranaexternay la
ciclofilina D de la matriz mitocondrial. Algunos
miembros de la familia Bcl-2 regulan la actividad de
cana delas proteinasANT y VDAC [99,101].

Una gran parte de estimulos apoptéticos (estrés
celular, drogas, radiaciones, agentes oxidantes, etfc.)
utilizan esta segunda ruta de sefializacion que se
conoce como la via mitocondrial o intrinseca, que
esta regulada por proteinas de lafamilia Bcl-2 (Figura
9) [102]. Los dafios mitocondriales y la liberacion de
proteinas mitocondriales amplifican la sefial apop-
tética en células de mamifero; cambios en la permea-
bilidad de la membrana mitocondrial causan la
liberacion al citoplasma de méas de 40 mol éculas impli-
cadas en la apoptosis. Entre ellas se liberan de la mito-
condriaal citoplasma diversas proteinas apoptogénicas
como €l citocromo c, el factor inductor de apoptosis
AlF, la endonucleasa G, la proteina Smac/DIABLO
(Smac: Second mitochondria-derived activator of cas-
pases; DIABLO: Direct | AP Binding Protein with low
isoelectric point) y la serin-proteasa Omi/Htr A2
(Oocyte Maturation Inhibitor/High temperature
requirement protein A2). Ademas, se genera un flujo
decacioy seliberan ROS.
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La liberacion del citocromo ¢ es un evento critico
ya que éste interacciona con la proteina citosolica
Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1). Esta
Ultima actda como molécula adaptadora en esta via,
con dATP y, posteriormente con la pro-caspasa-9
[79,80]. Se forma el megacomplejo heptamérico
conocido como apoptosoma que gjecuta el programa
apoptotico [103]. Laformacion del complejo conduce
a un cambio conformaciona y activacion de la pro-
caspasa-9 que, a su vez, rompe el prodominio de cas-
pasas efectoras, como las caspasas 3, 6 y 7,
activandolas. El proceso global requiere energiay que
la maguinaria de la célula no esté muy dafiada; s €
dafo acanza ciertos niveles, la célula que hainiciado
las primeras fases de la apoptosis puede continuar su
muerte via necrosis.

Otrade las proteinas que se libera de lamitocondria
es AlF (Figura 9), una oxidorreductasa mitocondrial
gue, a diferencia del citocromo ¢, una vez en €l cito-
plasma se transloca a nucleo y activa a la PARP-I.
Como resultado € DNA se fragmenta de forma inde-
pendiente de la actividad de las caspasas. Cuando la
proteina pro-apotética Smac/DIABLO se libera al
citoplasma, interacciona con inhibidores endégenos de
las caspasas (IAP) [104] neutralizandolos y, por tanto,
previniendo €l bloqueo de la apoptosis.

Los dafios mitocondriales se pueden originar por
diversos mecanismos. Las proteinas pro-apoptéticas,
como Bax y Bak, pueden interaccionan con VDAC
[84]. Asi, se ha descrito que en ausencia de sefiadles
apoptoticas esta proteina de la membrana externa
interacciona con Bax controlando de esta forma los
efectos letales que ejerce Bax. Sin embargo, si se
recibe una sefial de muerte, miembros de la familia
Bcl-2 como Bid o Bad desplazan aVDAC. Bax y Bak
se activan y la membrana mitocondrial se hace per-
meable, liberdndose | as proteinas mitocondrial es apop-
togénicas que activan esta ruta. Por otro lado, Bax
puede cooperar con ANT formando un canal
oligomérico letal en la membrana mitocondrial. Otros
dafios mitocondriales también pueden ser originados
por la induccién de un influjo de potasio o por una
interaccion con la caspasa-2 (que ocurre independien-
temente de su actividad de caspasa).

La via intrinseca esta estrictamente controlada por
miembros de la familia Bcl-2 vy, principalmente,
conduce a la activacion de caspasa-9. Sin embargo, en

algunos tipos de células (p.e. hepatocitos), esta via
puede operar en ausencia de caspasa-9 o de su acti-
vador Apaf-1. En este caso la via extrinseca queda
interrel acionada con laintrinseca formandose un bucle
de amplificacion de la sefial mediada por receptores de
muerte. En este bucle interviene la proteina pro-apop-
tética Bid que se procesa en dos fragmentos por la
caspasa-8. Uno de €llos, e C-terminal (tBid), actia
sobre la mitocondria haciendo que se libere el
citocromo c. Por tanto, Bid funciona como un puente
de unidn entre las dos vias amplificando la activacion
de las caspasas.

Otras vias de induccién de apoptosis

Lamitocondria, que juega un papel central en lavia
intrinseca de la apoptosis, no es el Unico organulo sub-
celular implicado en lamuerte celular. Loslisosomasy
el reticulo endoplasmico desempefian una funcién
importante en laliberacion de otros factores de muerte
como las catepsinas, calpainas y otras proteasas. Asi,
el estrés de reticulo endopldsmico (Figura 9) se con-
sidera como otra de las vias intrinsecas de induccion
de apoptosis que se caracteriza por la alteracion de la
homeostasis de calcio y por la acumulaciéon de pro-
teinas incorrectamente plegadas. En este caso, se
dispara una cascada especifica de iniciacion de la
apoptosis con la activacién de la caspasa-12 localizada
en la cara citosolica del reticulo endoplasmico
[105,106]. La caspasa-12 activa provoca, a su vez, la
activacion de la caspasa9 y ésta la de la caspasa-3,
pero de unaformaindependiente de citocromo ¢ por lo
gue esta via no requiere la activacion previa de la via
mitocondrial. Ademas, |a liberacion de calcio también
induce la activacion de calpainas (proteasas neutras
activadas por calcio) que normamente estan en su
forma inactiva como zimégenos.

Otra via de induccién del proceso de apoptosis se
inicia cuando se produce un dafio en el DNA. Las
respuestas celulares a dafios genéticos estan mediadas
por quinasas, de las que cabe destacar dos. ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) y la proteina quinasa
dependiente de DNA (DNA-PK) (Figura 9). Ambas
dirigen una serie de respuestas, como la parada del
ciclo celular paraque serepare el DNA o, si € dafio es
excesivo, para que se induzcalaapoptosis. El factor de
transcripcion p53 esta implicado en este control;
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regula la transcripcién de distintos genes en respuesta
a una gran variedad de sefiales de estrés (dafio en €
DNA, deficiencia de nutrientes, hipoxia, acortamiento
de telébmeros, activacion de oncogenes, etc.) [107].
Cuando se produce estrés genotoxico (dafio en el
DNA), p53 controla procesos como la reparacion del
DNA, la parada del ciclo celular, la senescenciay la
apoptosis. Ladegradacion de p53 se controla por inter-
accion con diferentes proteinas, como la ubiquitina
ligasa Mdm-2 (Murine double minute-2). La proteina
p53 se regula por modificaciones post-traduccionales
(acetilacién, fosforilacion, etc.). Una serie de quinasas,
entre ellaslaATM, fosforilan ap53 en ciertos residuos
o inhiben su ubiquitinizacién por Mdm-2; otras modi-
ficaciones posteriores como la acetilacion por acetil-
transferasas y la metilacion por metil-transferasas
estabilizan a p53 e incrementan su union especifica al
DNA. Todos estos procesos incrementan lavida media
de p53. El dafio en el DNA induce la fosforilacion de
p53y de Mdm-2 inhibiéndose |a interaccion de ambas
proteinas, o que conduce a una estabilizacién y acti-
vacion de p53. Esta activacion dirige la union del
tetrdmero de p53 alos elementos de respuesta a p53 de
los genes diana reclutando a diversos coactivadores y
factores transcripcionales que, en conjunto, modularén
la expresion de los genes controlados por p53. La
expresion de ciertos genes implicados en diferentes
procesos, como en la parada del ciclo celular por
induccion del gen p21 (un inhibidor de las proteinas
quinasa dependientes de ciclina), en la reparacion del
DNA (gen GADD45¢), o implicados en apoptosis
(induccion de Bax y represidn de Bcl-2), desencadena
mecanismos para que el DNA se repare 0 para que la
célula entre en apoptosis [108]. Ademés, considerando
la apoptosis, en algunos sistemas se ha descrito una
relacion entre la proteina p53 y la activacion de la
caspasa-2 en respuesta a un dafio en el DNA lo que
conduce ala muerte celular (Figura 9) [109].

Las sefiales de supervivencia y muerte se pueden
también transmitir por vias de sefializacion intracelular
en la que estan implicadas diferentes proteinas
quinasas [110]. Una de €ellas es la via de la PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase) con la consecuente
activacion de la proteina quinasa B (PKB o Akt). Esta
puede influir en la sensibilidad de las células para
responder a sefiales inductoras de muerte celular con-
trolando moléculas que regulan la apoptosis (por
gemplo la caspasa-9 y Bad) o regulando la actividad

de factores transcripcionales [111]. La activacion de
Akt produce la fosforilacion directa de Bad que se
mantiene unida a la proteina 14-3-3. Por € contrario,
Bad no fosforilada se une a Bcl-X, (o Bcl-2) impi-
diendo que gerza su accion de supervivencia [112].
Por otro lado, laviade las MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinases) estaimplicadaen el control delapro-
liferacion celular, diferenciacién y apoptosis. En el
punto final de la cascada, tres quinasas (JNK, ERK y
p38) son capaces de responder a multiples estimulos;
la activacion de éstas conduce a la fosforilacion de
diversas proteinas diana controlando asi el estado
activo o inactivo de dichas proteinas y, por tanto, su
actividad bioldgica.

TECNICASPARA 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 plasmatica, la
fragmentacion de DNA, la activacion de caspasas o la
degradacion de sustratos [14].

La membrana plasmética de las células que mueren
es permeable a ciertos reactivos (colorantes o fluoro-
cromos) y pueden ser tefiidas con ellos. Sin embargo,
las células vivas excluyen a los denominados “colo-
rantes vitales’, que no penetran a través de la mem-
brana plasmética. Una de estas moléculas es €l yoduro
de propidio (Pl), que tras su unién al DNA incrementa
mucho su fluorescencia bajo excitacion con luz ultra-
violeta; el Pl solo tifie céulas no viables. Sin embargo,
este compuesto puede ser utilizado para detectar la
cantidad de DNA en células viables mediante cito-
metria de flujo s las células se permeabilizan, se fijan
con etanol y se procesan adecuadamente de forma
previaalatincién. Asi, las cdulas no apoptéticas pre-
sentaran normal mente dos picos en citometriade flujo,
que se corresponden con las fases del ciclo celular
GO/G1ly G2/M, las célulasen fase S se localizan entre
ambos picos (Figura 10A). Considerando que durante
la apoptosis se produce la fragmentacion del DNA, en
las células apoptdticas se puede detectar un pico co-
rrespondiente a DNA hipodiploide (Figura 10B).

Dentro de los andlisis bioguimicos, la deteccion
temprana de apoptosis se fundamenta en la valoracion



M2Antonia Lizarbe Iracheta

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2007; 101 25

150 A
G1

100 -

. G2/M

Miumero de células

0 100 200 300 400 500 60O
Yoduro de propidio

diploide

50 B G1
ol
o oa4n 4
=
8
C R G2/M
2 hipo-
2 1 dip
=
2

o 100 200 300 400 00 BOQ
Yoduro de propidio

Figura 10. Determinacién de apoptosis de células en cultivo
por evaluacién de hipodiploidia. La determinacién de apopto-
sis de células en cultivo se puede realizar mediante citometria
de flujo tras la permeabilizacion de las células y tincion 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 apoptéticas
(B), donde el DNA se fragmenta, es caracteristica la presencia
de un pico correspondiente a células hipodiploides.

de cambios en la localizacion de la fosfatidilserina
(PS) en la membrana plasmética ya que, como se ha
comentado, este fosfolipido esta normal mente ubicado
en la cara interna de la misma. En |la apoptosis se
pierde la asimetria de la membrana plasmética con la
exposicion de la PS en la cara externa, precediendo
esta translocacién a otros eventos apoptéticos [66].
Este proceso se puede cuantificar mediante citometria
de flujo utilizando anexina-A5 conjugada con fluoro-
cromos, ya que esta proteina tiene una elevada
afinidad por este tipo de fosfalipido. La anexina-A5
también puede marcar a células necréticas, pero si se
utiliza de forma conjunta con €l PI, se puede distinguir
entre células apoptoticas y necréticas (Figura 11).

La condensacion de la cromatina y la presencia de
cuerpos apoptoticos se puede evaluar mediante mi-
croscopia de fluorescencia tras tincion 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 a P,

¥Yoduro de propidio
2

i T
Anexina A5-FITC

Yoduro de propidio

100 10 102 107 10
Anexina A5-FITC

Figura 11. Determinacién de apoptosis por evaluacion de la
exposicién de fosfatidilserina. Una de las caracteristicas de las
células apoptoticas es la reversion de la asimetria de mem-
brana con la consecuente exposicion de fosfatidilserina en la
cara externa de la membrana plasmatica (sin que llegue a pro-
ducir una permeabilizacién de la misma como ocurre en la
necrosis). Esta exposicion se puede cuantificar mediante cito-
metria de flujo empleando anexina A5 marcada con FITC (esta
anexina tiene elevada afinidad por este fosfolipido acido) en
conjuncién con yoduro de propidio. Asi, las células con fuerte
marcaje con anexina A5-FITC y poca tincién con yoduro de
propidio (cuadrante inferior derecho) estarian en las etapas
tempranas de apoptosis mientras que las que se tifien intensa-
mente con ambos marcadores (cuadrante superior derecho)
tendrian la membrana plasmatica dafiada como consecuencia
de un proceso de necrosis, bien primario o bien consecuencia
de la evolucion 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 apoptéticas (B).
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Figura 12. Cuerpos apoptéticos y degradacién en escalera del
DNA cromosémico. (A) En la micrografia obtenida de células
apoptoticas tefiidas con DAPI se pueden apreciar nucleos con
un aspecto normal asi como los cuerpos apoptdticos o resi-
duos de células que han muerto por apoptosis. (B) La degra-
dacion del DNA cromosoémico en las células apoptoticas tiene
lugar preferentemente en las regiones internucleosomales, lo
gque genera fragmentos de DNA de aproximadamente 200
pares de bases o multiplos de estos. Por este motivo, el anéli-
sis electroforético del DNA procedente de células apoptéticas
suele presentar un bandeado en escalera caracteristico y que es
muy diferente de la degradacion al azar que se observa en
células necroticas.

permiten distinguir in vitro a una célula necrética (que
sera positiva para Pl), una en apoptosis temprana
(positiva para NA, negativa para Pl) o en apoptosis
tardia (Pl positiva pero con el nicleo fragmentado). La
apoptosis tardia se conoce también como necrosis
secundaria, y se detecta en los experimentos in vitro
con células en cultivo ya que no esta presente €l
sistema de eliminacion de cuerpos apoptdticos.

La fragmentacién nucleosomal del DNA gendmico
[42] se puede determinar por diferentes métodos,
algunos de los cuales se apuntan a continuacion. El
andlisis electroforético del DNA genémico mediante

electroforesis en geles de agarosa a 2% permite la
obtencién de los clasicos perfiles de “escalera de
DNA” (DNA ladder), que corresponden a la frag-
mentacion internucleosomal producida por endonu-
cleasas aintervalos 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 union especifica de la
desoxinucleotidil transferasa terminal a los extremos
3'OH de los fragmentos de DNA e incorporacion a
dicho extremo de dUTP marcado. También, mediante
citometria de flujo se puede analizar la fragmentacién
del DNA utilizando anticuerpos gque detectan las rup-
turas internucleosomales, o por ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent assay) valorar las histonas
asociadas a los fragmentos de DNA.

Lavaloracion de laactivacion de caspasas se puede
[levar a cabo por métodos muy variados [113]. La
aproximacion més directa es la realizacion de ensayos
de actividad con sustratos fluorescentes especificos
para cadatipo de caspasa. De forma complementaria a
estos ensayos, se puede determinar si se ha producido
la activacion de caspasas mediante Western blot anali-
zando si ciertos sustratos especificos se han procesado
proteoliticamente (por e emplo, PARP-1, topoiso-
merasa |, citoqueratina-18 o laminas A y C). También
se puede evaluar si las propias caspasas han sufrido
este proceso de activacion proteolitica requerido para
la formacion de las subunidades que conforman la
enzima activa. La deteccion de la activacion de
algunas caspasas también se puede realizar mediante
inmunofluorescencia o citometria de flujo empleando
anticuerpos que reconocen exclusivamente la confor-
macion activa de las mismas. Estos anticuerpos, a ser
sensibles a conformacion, no pueden ser empleados en
Western blot. Por dltimo, se pueden utilizar también
marcajes de afinidad especificos para €l centro activo
de algunas caspasas. Estos andlogos de sustrato con-
tienen un grupo inhibidor y otro que permite la
deteccion (por ejemplo, biotina, fluoresceina o 2,4-
dinitrofenol) bien en células (inmunofluorescencia o
citometria de flujo) o tras transferencia a membranas.

Existen métodos adicionales para la deteccion de
apoptosis que permiten la valoracién de mediadores
especificos en la membrana plasmética (como los dis-
tintos receptores de muerte o la ceramida), la dis-
funcion mitocondrial asociada a una disminucion en el
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potencial de membrana (detectable mediante cito-
metria de flujo con sondas fluorescentes especificas
como la Rodamina-123), la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial con liberacion de marcadores
especificos (como el citocromo ¢, o la proteina mito-
condrial Smac/DIABLO), o ladeteccién de proteinaso
factores pro- o anti-apoptéticos (como distintos
miembros de la familia Bcl-2, AIF, Apaf-1, proteinas
de choque térmico, etc.) empleando anticuerpos
especificos para inmunohistoquimica o Western blot.

TIPOSDE MUERTE CELULAR
PROGRAMADA

Numerosas evidencias experimentales ponen de
manifiesto que la apoptosis no es & Unico mecanismo
de suicidio celular. Dependiendo del tipo celular y del
tipo de estimulo de muerte, cuando las células estén
preparadas para morir éstas pueden seleccionar entre
distintas vias de muerte. En la Tabla V se recogen
varias formas de estas vias, segin han sido clasificadas
por diferentes autores, y solo se comentaran ciertos
aspectos de algunade ellas.

Estudios morfol 6gicos sobre el desarrollo de verte-
brados permitieron en 1973 definir trestipos de muerte
celular fisiologica: heterofagia, autofagiay muerte no
lisosomal. Estos tres tipos pueden distinguirse en
funcién de la localizacion y papel de los lisosomas
[6,7]. La heterofagia corresponde a lo que hoy cono-
cemos como apoptosis. En una publicacion reciente
[1], ademés de la apoptosis, como muerte celular pro-
gramada también se considera la autofagia, |a necrop-
tosisy la muerte mediada por PARP-1.

La autofagia, proceso catalitico conservado a lo
largo de la evolucion e implicado en la remodelacion
tisular durante el desarrollo, es una ruta de degrada-
cién celular implicada en la eliminacion tanto de
organulos subcelulares como de proteinas, dafiados o
superfluos. Este proceso también se utiliza como
mecanismo de defensa frente a una invasion vira y
bacteriana. La autofagia, como mecanismo de super-
vivencia, hace que los constituyentes celulares se
reciclen proporcionando una fuente de energia alter-
nativa durante periodos de estrés metabdlico y par-
ticipa, de esta forma, en el mantenimiento de la
homeostasis y viabilidad celular [8]. Se ha observado

una excesiva degradacion con signos de autofagia en
células que mueren, por lo que laautofagia (“ 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 egemplo, en algunos sistemas en
condiciones de deficiencia en nutrientes por 1o 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 relacion entre los
dos procesos es compleja, la célula, en funcion de las
sefiales que recibe, puede morir por cualquiera de estas
dos vias o0 por una combinacion de las mismas[10]. Es
mas, laautofagia podriaasumir el papel derutasuicida
cuando algun componente de la apoptosis fale. De
hecho, la inhibicién de la apoptosis, bloqueando la
actividad de las caspasas, conduce a una muerte
celular por autofagia produciéndose una acumulacién
de ROS debido a la degradacién de la catalasa, a per-
oxidacion lipidica 'y a pérdida de la integridad de la
membrana plasmética [10]. La autofagia se caracteriza
por lapresenciaen e citoplasma de vesiculas 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 |os estudios sobre
la pérdida de funcion de genes han permitido
enclavarlatanto como un mecanismo de muerte celular
como de superviviencia, y relacionarla con procesos
patolégicos (cancer, neurodegeneracion, envejeci-
miento e inmunidad) [114,115].

Unadiferenciaentre apoptosisy autofagiareside en
la gjecucion de dichos programas. La activacion de
caspasas Yy la condensacion y fragmentacion del DNA
es caracteristica de apoptosis, mientras que la auto-
fagia transcurre por proteolisis asociada a la via de la
ubiquitinay € DNA no sefragmenta[7]. Sin embargo,
las diferencias no son tan claras ya que en algunos sis-
temas se ha descrito que la degradacion via ubiquitina
también es caracteristica de la apoptosis, existiendo
otras similitudes entre ambos procesos, como €l efecto
del inhibidor de caspasas p35 que también bloguea la
autofagia. Aungue la maguinaria molecular solo esta
parcialmente elucidada, se han descrito grupo de genes
conocidos como ATG (Autophagy-related), conser-
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TABLA V: Tipos de muerte celular

Referencia

Tipo de muerte

Degterev v Yuan [ 1]
Clasificacion en funcién de la regulacion del proceso, de

diferencias en induccion de la muerte celular v moléculas
implicadas en su ejecucion.

Briker. Kyt v Giaccone [90]

Clasificacion segin la implicacion de las caspasas.

Bréker, Kyt v Giaccone [90]

Tipos de muerte celular en funcion de la morfologia nuclear.

Majno v JToris [51]

Revision del desarrollo del concepio de muerte celular,

Kroemer v colaboradores [115]

Tipos de muerte celular basados en los mecanismos que
conducen a distintas morfologias,

Muerte celular no regulada: NECROSIS

Muene celular regulada:

Via dependiente de caspasas: APOPTOSIS

Vias independientes de caspasas

APOPTOSIS (Tipo I)
AUTOFAGIA (Tipo 1)
NECROPTOSIS

Muerte mediada por PARP-1

NECROSIS

AUTOFAGIA
PARAPTOSIS ,
CATASTROFE MITOTICA
MUERTE LENTA

NECROSIS
APOPTOSIS

De tipo NECROSIS
De tipo APOPTOSIS

NECROSIS (muerte accidental)
APOPTOSIS
ONCOSIS

NECROSIS

APOPTOSIS

AUTOFAGIA ,
CATASTROFE MITOTICA
ANOIKIS

EXCITOTOXICIDAD
DEGENERACION WALLERIANA
CORNIFICACION

vados desde las levaduras a los humanos, implicados
en lasupervivienciay en lamuerte. El producto de uno
de estos genes, la beclina-1 tiene un dominio BH3 por
el queinteraccionacon laproteinaBcl-2, lo quereflgja
una regulacién convergente de apoptosis y autofagia

[1.

Ademas de la apoptosis y la autofagia, otro tipo de
muerte es la necroptosis, que se desarrolla con las ca
racteristicas morfoldgicas de la necrosis pero de una
forma programada [1]. Se ha descrito que se produce
cuando las caspasas estén blogueadas por inhibidores,
0 en el caso en que se hayan producido mutaciones en
los genes de las caspasas 0 en los de otras proteinas
implicadas en la apoptosis. Se puede inducir especifi-

camente a través de sefial es desde la membrana, por la
unién de un ligando a los receptores de muerte TNFR,
y esta regulada por mecanismos de sefializacion
intracelular através de una cascada de quinasas. Entre
otros procesos, se activa una proteina adaptadora, RIP-
1, que contiene dominios DD y tiene actividad de
tirosina quinasa. Esta se transloca a la mitocondria
interfiriendo con ANT, componente del megacanal
mitocondrial, 1o que conlleva una disfuncién mitocon-
dria, un incremento en la produccion de ROS y una
activacion de la quinasa INK. Aungue €l orden de las
etapas posteriores a la activacion de RIP-1 no se
conocen bien, se han descrito varias alteraciones como
una activacion de la fosfolipasa A2, de lipooxigenasas
y de la esfingomielasa &cida. Otro tipo de muerte pro-
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gramada es la mediada por PARP-1 [1] como parte
de larespuesta a dafio producido en el DNA, por falta
de nutrientes 0 energia, 0 en respuesta a una infeccién
por patdgenos. Esta via puede desarrollar una funcion
complementaria o reforzar a la apoptosis. La enzima
PARP-1 participa en el mantenimiento de la esta-
bilidad gendémica 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
reparacion del DNA uniendo unidades de ADP-ribosa
a proteinas asociadas a la cromatina. Aunque el
mecanismo molecular no se conoce demasiado, s la
reparacion falla, los efectos finales que conducen a
este tipo de muerte celular se pueden resumir en la
activacion de dos rutas: una produce un colapso
energético y laotra, através de RIPy JNK, aunadis-
funcién mitocondria y liberacion del factor AIF.

En funcién de la participacion de las caspasas, se
han descrito otros modelos de muerte celular pro-
gramada de los que, en algln caso, no se conoce
demasiado [116]. La paraptosis se caracteriza por la
presencia de vacuolas en € citoplasma que comienza
con un hinchamiento de las mitocondrias y €l reticulo
endoplasmico. Esta mediada por MAPK, por algun
miembro de |os receptores de muerte y por €l receptor
del factor 1 de crecimiento de tipo insulinay se inhibe
por moléculas que no inhiben ala apoptosis [117]. La
catastrofe mitética se produce por un falo en la
mitosis, causado por una falta de control de los puntos
de restriccion del ciclo celular. Se ha descrito que esta
asociada a una permeabilizacién de la membrana mito-
condrial y la participacién de las caspasas en este tipo
de muerte esta todavia 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 €llo, no es de extraiar 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 morfologias, para
poder asi utilizar unaterminologia correctay generali-
zable.
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