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Resumen:

La apoptosis es un mecanismo de autodestruccion celular que se encuentra
regulado o programado genéticamente. Se realizé una revision en la que se
consultaron dieciséis bibliografias sobre la muerte celular con el objetivo de
caracterizar a la apoptosis por tratarse de un tema de interés en la comunidad
cientifica y que aun quedan aspectos por dilucidar. Se describieron las causas
fundamentales, las alteraciones morfologicas caracteristicas que la diferencian de
la necrosis, asi como los mecanismos moleculares de la célula apoptética, sus
diferentes vias y los componentes que regulan este proceso. Se concluyd, entre
otros aspectos que las causas desencadenantes de la apoptosis pueden ser
fisioldgicas o patoldgicas, que en su regulacion intervienen diversos componentes y
vias metabdlicas que conducen a la muerte de las células y que su conocimiento es
fundamental para el diagnostico y futuras terapéuticas en enfermedades

producidas por su desregulacion.

Palabras claves: muerte celular, apoptosis, caspasas, Bcl-2, p53.



Summary:
The apoptosis is a cell death mechanism genetically regulated or program occurring

at the level of epithelial cells. A review was made by checking sixteen bibliographies
on the subject of cell death with the purpose of carrying a deeper analysis about the
apoptosis, taking into consideration that this is a subject of relevance amidst the
scientific community; as well as the fact that there are still aspects to be clarify. The
fundamental causes were described, including the characteristic morphological
modifications that make apoptosis different to necrosis, as well as the molecular
mechanisms of the apoptosis cell, its different paths, and the components regulating
the process. Among other aspects, it was concluded that the causes setting in
motion the apoptosis may be physiological or pathological, that a diversity of
components participate in its regulation and metabolic paths that lead to the cells
death and furthermore, that a precise knowledge is fundamental for diagnosis and

future therapeutics in diseases caused by its deregulation.
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Introduccion.

Todos los organismos vivos estan compuestos por una o varias células, las
poblaciones celulares forman tejidos que posteriormente forman érganosy sistemas
gue realizan funciones propias y a su vez interactian como un todo. Asi, la célula
es considerada la unidad basica de la vida, pues ademas, ella contiene toda la
informacion genética de los seres vivos. En ella ocurren multiples procesos celulares
gue mantienen la homeostasis del organismo (ej. el ciclo celular que permite la
division celular y generar descendencia, la diferenciacion de las células hijas con
funciones diferentes a las de su progenitor y la muerte celular que ofrece la
oportunidad de controlar la cantidad y la calidad de las células en el organismo. @
Las células de los organismos no viven indefinidamente y su vida media depende
del tipo celular. Hay células que su periodo de vida es largo, mientras en otras es
menos duradera. EI nUumero de células que componen los tejidos en el adulto
permanece mas 0 menos constante; las células que mueren se sustituyen por otras,
proceso que esta regulado y que asegura el mantenimiento de un balance adecuado
entre la pérdida, la renovacion y la diferenciacion celular. El recambio celular
consiste en el mantenimiento del equilibrio entre proliferacién y muerte con el
objetivo de garantizar la poblaciéon adecuada en cada momento. 2

Durante cientos de afios, se observo la muerte celular en los tejidos gangrenosos
tras un dafo severo, o0 en procesos descritos por Galeno a finales del siglo 1l d.C.,
en los que se refiere a ciertas estructuras efimeras, cuya desaparicion pareciera
programada desde el nacimiento -3, A partir del siglo XX, comienzan a presentarse
referencias relacionadas con la muerte celular destacandose trabajos como el
realizado por Alfred Glicksmann 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 programada (MCP). @ El término
apoptosis, tomado del griego clasico (apo: “fuera de” o “separacion” y ptosis:
“caida”), se acufia en 1972 por John F. Kerr y colaboradores para diferenciar la
muerte que ocurre de forma natural o fisiologica durante el desarrollo, de la muerte
patoldgica por necrosis generada por un dafio agudo “¥. Una serie de trabajos
realizados en el nematodo Caenorhabditis elegans sobre la MCP, fueron cruciales



por sus descubrimientos sobre la regulacion genética del desarrollo de 6rganos en
este proceso. 4 5 Desde entonces, reguladores genéticos que definen la apoptosis
y muchos otros programas se identificaron en humanos, como por ejemplo la Bcl-2,
la P53, entre otras.

La muerte celular, segun criterios clasicos se puede dividir en una muerte que
transcurre por mecanismos regulados, como la apoptosis, y la no regulada, como la

necrosis. 46

La apoptosis se define como la activacion de mecanismos especificos
geneticamente regulados, en cuyos eventos intervienen las cisteinproteasas
caspasas , que inducen que se produzca un “suicidio” o0 MCP. Estos mecanismos
fisiologicos son empleados por los organismos multicelulares durante el desarrollo
y en el mantenimiento de la homeostasis tisular en el adulto, ademas de eliminar

células infectadas, mutadas o dafiadas. ¢+ 2

Actualmente se sabe que esta clasificacion no es completa y que existen otros
mecanismos alternativos que no clasifican en estos dos grupos porque se
superponen caracteristicas de ambos procesos. En otros casos, los mecanismos de

muerte no se ajustan a ninguno de estos dos, como por ejemplo la autofagia. -

El problema Cientifico radica precisamente en que existen diversas vias para que
se produzca la muerte celular y no todos son regulados por las mismas enzimas,
aun asi los investigadores continuan generalizando el término de apoptosis a todo
tipo de muerte celular regulada, ademéas de existir problemas por dilucidar
referentes a los tipos de caspasas, sus inhibidores, la reversibilidad del proceso
mediante intervenciones terapedlticas y si esto es conveniente o no, entre otros
aspectos. @ MGran cantidad de enfermedades se producen por una desregulacion
en la apoptosis. Actualmente se ensayan farmacos que actlan directamente en los
mecanismos de la muerte celular inhibiendo o estimulando la misma segun el caso.
(12, 13)

En esta revision nos limitaremos a profundizar en la apoptosis como uno de los
mecanismos de muerte celular, sin entrar a definir y clasificar los otros mecanismos
de muerte celular regulada (MCR), por tratarse de un tema de gran interés para los
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profesionales de la salud, y del cual constantemente aparecen nuevas

investigaciones , considerando ademas que aun existen tépicos por aclarar.



Objetivos.
General

Caracterizar a la muerte celular por apoptosis.
Especificos.

Identificar las causas fundamentales de muerte celular por apoptosis.
Describir los cambios morfolégicos de la célulaapoptética.
Describir los componentes basicos, mecanismos y vias de activacion que

participan en el proceso de la apoptosis.



Desarrollo.

Se realizé una revision utilizando bibliografia impresa y varias bases de datos como
Google, MEDLINE, y PubMed. Se encontraron aproximadamente 200 000
referencias relativas al tema, utilizando como conector las palabras muerte celular
y apoptosis y se seleccionaron 16 bibliografias que se consignan al final.

La apoptosis se puede definir como “el conjunto de reacciones bioquimicas que
tienen lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma regulada
genéticamente en respuesta a una serie de acontecimientos fisiologicos o
patoldgicos”. ® En este caso, una serie de estimulos o sefiales, que pueden ser
originados tanto del medio externo como del medio interno, hacen que la célula

decida su propia muerte. (-8

Una de las primeras clasificaciones de la muerte celular fue basada en las
alteraciones morfologias de la célula y se dividio en muerte celular tipo 1, tipo 2 y
tipo 3:(1.14)

La tipo 1, que posteriormente se le llamé apoptosis, se caracteriza por la
fragmentacion nuclear e integridad de la membrana celular. Es una muerte celular

silenciosa.

La tipo 2, o degeneracidon autofagica, que se caracteriza por la extensa

vacuolizacién citoplasmatica. Anexol

La tipo 3 o muerte citoplasmatica, donde hay una desintegracion general de la

célula con pérdida de los organelos (necrosis).

La necrosis aparece cuando el dafio es severo o por una muerte accidental. Se
origina por una lesién aguda, irreversible, derivada de una condicion patologica. Se
desencadena por agentes nocivos, como isquemia, hipoxia, traumatismos,
radiacion ionizante, sustancias quimicas o toxicas, entre otras. Esta forma de

muerte celular se califica como un proceso violento. -9

Esta clasificacion morfologica de muerte celular, crea un abismo en los mecanismos
moleculares que siguen los diferentes procesos. Se han estudiado numerosas vias

moleculares para categorizar las distintas formas de MCR .Por esta razén a partir



del afio 2005, se cre6 un Comité de expertos (Nomenclature Committee on Cell
Death (NCCD) con el objetivo de recomendar una guia para definir e interpretar la
muerte celular desde una perspectiva no solo morfolégica, sino también bioquimica
y funcional ®11), Desde entonces con cierta periodicidad se reinen para proveer una
amplia y generalizada nomenclatura de la muerte celular para continuar
desarrollandose en este campo.

Se considerd, entre otros términos, que la muerte celular, independientemente de
los mecanismos que le dan origen es una MCR y se decidié que la terminologia de
MCP solo se utiliza para referirse a la muerte celular por apoptosis fisioldgica,
controlada genéticamente (durante la morfogénesis en el periodo embrionario y en

el mantenimiento de la homeostasia en la etapa adulta). &1

A pesar de las multiples limitaciones de esta clasificacion morfologica (Tipo 1, Tipo
2 y Tipo 3) atin es ampliamente utilizada. ® 1%1%La dicotomia necrosis/apoptosis no
es tan clara, porque existen casos de muerte celular con caracteristicas tanto de
necrosis como de apoptosis. Un ejemplo es la muerte celular que se produce por
isguemia donde existe activacion de marcadores apoptéticos. 1114

Algunos tipos de muerte celular se expresan como apoptosis 0 COMo Nnecrosis,
segun la intensidad o duracion del estimulo, la rapidez del proceso de muerte y la
deplecion del ATP que presente la célula. No obstante existen diferencias definidas

entre ambos procesos. @ 3. 48)

Diferencias entre apoptosis y necrosis .Anexo 2

Apoptosis Necrosis

Aumento de la permeabilidad con Perdida de la integridad de la

conservacion de la membrana plasmatica membrana plasmatica

Ocurre condensacioén y fragmentacién nuclear Digestién al azar del ADN

Encogimiento de la célula La célula se hincha

Condensacion citoplasmatica sin pérdida de Hay pérdida de organelos

organelos.

Formacion de cuerpos apoptoticos. No se forman vesiculas, hay lisis celular
Muere una célula. No inflamacion del tejido. Mueren varias células. Inflamacién del tejido




Causas de la apoptosis.

La apoptosis es considerada una muerte celular necesaria, el individuo desde su
desarrollo viene condicionado genéticamente para la autodestruccion de sus
células; de esta forma se pone en marcha la maquinaria de la muerte desde la
morfogénesis hasta la etapa adulta: para la formacion y eliminacion de estructuras,
control de la superproduccién de células, asi como eliminacion de células
defectuosas, dafiadas o infectadas y diferenciacion celular. 13 1415)_a apoptosis
puede ser de causa fisioldgica (MCP) o de causa patoldégica (MCR). (1-3. 513, 15,16)
Entre las causas fisiol6gicas podemos mencionar: la destruccién programada en
la embriogénesis para la remodelacion del embrién y formacién de tejidos, como por
ejemplo la desaparicion de las membranas interdigitales, formacién de los 6rganos
reproductores masculinos y femeninos (ej. Ductos de Mullerian que forman el Gtero
y los oviductos en la hembra), destruccidon masiva durante el desarrollo temprano
del sistema nervioso donde el 50% de todas las neuronas mueren, por citar algunos
ejemplos. En el adulto la involucién fisiologica de tejidos dependientes de hormonas
tales como: el desprendimiento del endometrio, atresia folicular y la regresion de la
mama luego de la lactancia. En los varones la testosterona dirige la muerte celular
de las glandulas mamarias, Renovacion de epitelios (piel, tubo digestivo etc.)
Eliminacién de células que cumplieron su funcién (neutroéfilos en una respuesta
inflamatoria aguda y linfocitos al final de una reaccion inmunoldgica). La involucion
del timo a edad temprana y la destruccion de células neoplasicas. (247:14-16)

En condiciones patoldgicas se puede ver la muerte celular inducida por lesion del
ADN (radiaciones y farmacos antineoplasicos), la muerte y deplecién progresiva de
los CD4 en el SIDA, algunas formas de muerte celular inducidas por virus como en
las hepatitis B o C, la atrofia patologica de drganos y tejidos como resultado de
retirar un estimulo como la atrofia de la prostata luego de una orquiectomia). Muerte
celular en tumores. Apoptosis inducida por proteinas mal plegadas en la célula.
Apoptosis acelerada por alteraciones genéticas. Ejemplo: atrofia muscular espinal
por mutaciones heredadas del gen SMN 1 (gen de la supervivencia de la neurona
motora), situado en el cromosoma 5, cerca de este gen se ubica el gen de la proteina

inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), que puede estar delecionado. (24-7.14-16)



Cambios morfoldgicos en la apoptosis.

Las alteraciones morfolégicas de la muerte celular apoptética se observan tanto en
el ndcleo como en el citoplasma. Sin embargo, el tiempo que toma depende del tipo
celular, el estimulo y la via apoptética. ()

Los cambios morfolégicos son distintivos: en el nucleo aparece la condensacion de
la cromatina y la fragmentacion nuclear (debido a la degradacion del ADN
genomico), que se acompafian de un balonamiento de la célula, reduccion del
volumen celular con condensacion citoplasmatica y basofilia (picnosis) y retraccion

de los pseuddpodos.

La condensacion de la cromatina comienza en la periferia de la membrana nuclear
uniéndose a la misma. Posteriormente se rompe gradualmente dentro de la célula,
caracteristica descrita como cariorrexis. La membrana plasméatica se modifica
aumentando su permeabilidad, pero mantiene la integridad. El citoplasma se
condensa por pérdida de agua pero los organelos no se desintegran. Finalmente se
producen protrusiones citoplasmaticas y formacion de vesiculas o cuerpos
apoptéticos que posteriormente son fagocitados por macrofagos u otras células
vecinas, sin producirse respuesta inflamatoria y sin dafios a los tejidos circundantes.
(1,7,9-11, 14,16)

La integridad de las membranas celulares permite que se siga sintetizando ATP
(mitocondrias) y proteinas (RER), lo cual es indispensable porque la célula invierte
energia en el proceso de la apoptosis, ademas de evitar la ruptura de lisosomas y
la digestion de componentes celulares. ¢ 14.15)

Contrariamente a lo planteado por la mayoria de los autores otros plantean que en
etapas avanzadas del proceso la permiabilidad es mucho mayor, aumentando
mucho mas los poros y megacanales, existiendo por ultimo pérdida de la integridad
pero estando la celula ya fagocitada, por lo que no se produce inflamacion ni

comprometimiento de celulas vecinas(7:18)

Cambios bioquimicos en la apoptosis.
A grandes rasgos, existen tres tipos principales de cambios bioquimicos que pueden

verse en la apoptosis, 1) activacion de las caspasas, 2) ruptura de DNA y otras
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proteinas y 3) cambios de la membrana y reconocimientos por parte de las células
fagociticas.

Al principio de la apoptosis, hay un cambio de orientacion de fosfolipidos de
membrana, tales como la fosfatidilserina de la superficie interna a la superficie

externa de la membrana celular (“flipped out “), que permite un reconocimiento



fagocitico temprano por los macréfagos, lo que resulta finalmente en fagocitosis sin
liberacion de componentes intracelulares pro-inflamatorios. El ADN se fragmenta en
nucleosomas (segmentos de 180 a 200 pares de bases), por acciéon de
endonucleasas dependientes de Ca y Mg. Estas endonucleasas son activadas por
caspasas. Otra caracteristica especifica de la apoptosis es la activacion de un grupo
de enzimas de la familia de la cisteina-proteasas, denominada “caspasas”. Estas
actuan sobre las laminas, el armazon nuclear, el citoesqueleto y las DNA asas, que
degradan al ADN nuclear. Las laminas son el recubrimiento externo de la envoltura
nuclear, su desensamblaje causa encogimiento del nucleo. Las caspasas también
inactivan FAK (quinasas de adhesion focal), lo cual interrumpe la adhesion celular,
con lo que se desprende la célula apoptotica de sus vecinas. Entre las proteinas del
citoesqueleto afectadas por caspasas se encuentran los filamentos intermedios, la

actina y la tubulina. @-256)

Regulacion Genética de la Apoptosis.

La muerte celular por apoptosis esta regulada genéticamente. En su regulacion
intervienen diversos estimulos (internos y externos) y vias metabdlicas que
conducen a la muerte de las células. EI mecanismo es activo y requiere energia que
es provista por las mitocondrias en forma de ATP. (.5 6.814)

Existen tres grupos de factores fundamentales en la via metabdlica apoptética y que
intervienen en la regulacién genética de la apoptosis: la familia génica BcL2, el gen

supresor de tumores p53 y las proteasas especificas denominadas caspasas. (- 58

La familia BCL2.

Es una familia multigénica de reguladores de muerte celular, fundamentalmente de
la via intrinseca y codifican proteinas que se localizan en la membrana mitocondrial
externa, estas son responsables de la permeabilidad de la misma y actdan
principalmente a nivel de este organelo 19, El funcionamiento de los miembros de
la familia BcL2 es uno de los mas complejos. Segun su funcion y los dominios de
homologia Bcl-2(BH), los miembros de esta familia se dividen en tres grupos. El
primer grupo son las proteinas antiapoptoticas que contienen los cuatro dominios
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BH y protegen a la célula de cualquier estimulo apoptético (ej. Bcl-2, Bcl-xL). El
segundo grupo incluye proteinas solo con dominio BH-3, (ej. Bid, Bim), que son
iniciadoras de la apoptosis, por lo que son proapoptaticas. Los miembros del tercer
grupo contienen los cuatro dominios BH y también son proapoptéticas (ej. Bax, la
cual es muy importante en la regulacion de este proceso). @ 614

Cuando hay disrupcion en el balance de miembros de la familia Bcl-2
antiapoptoticos y proapoptéticos, el resultado es una apoptosis desregulada en las
células afectadas. Esto puede deberse a una sobreexpresion de una o mas
proteinas antiapoptéticas o a una disminucibn de una de las proteinas
proapoptoticas o0 a una combinacion de ambas. La expresion desregulada de BcL-

2 contribuye a la neoplasia mediante la supresioén de apoptosis. (1. 5.6, 8.14)

El gen supresor de tumores p53.

El gen p53 codifica una proteina que activa la transcripcion mediante su unién al
ADN y se considera supresora de tumores. El gen p53 esté relacionado con la
apoptosis y su rol es fundamental en la proteccion de las células al dafio del ADN.
Su activacién provoca que el crecimiento celular se detenga en la fase G1 del ciclo
o que la célula muera por apoptosis. (14 15 Se encuentra activa durante la
proliferacion celular y se trasloca al nucleo cuando hay dafio en el ADN. Durante
mucho tiempo se crey6 que el unico rol de la p53 era bloquear la progresion del
ciclo celular en G1 a la fase S, permitiéndole a la célula reparar el dafio en el ADN
antes de la iniciacién de una nueva etapa de sintesis y antes de reasumir la mitosis.
Cuando el dafio del ADN es irreparable, la p53 induce apoptosis por la transcripcion
del gen BAX y reprime la transcripcion del gen BcL2. Posiblemente actia como
factor regulador favoreciendo a BAX y por consecuencia es proapoptética. & 1415
Las mutaciones en p53 se encuentran asociadas a una variedad de canceres
humanos, incluyendo los canceres hereditarios. Tiene un alto nivel de expresion en
células transformadas (cancerigenas) y se cree que al unirse al ADN activa la
transcripcion de genes que inhiben la proliferacion celular, por lo cual aparece con

un rol de proteccion. .14



En resumen, esta proteina no solo esta involucrada en la induccion de la apoptosis
sino también tiene un papel clave en la regulacion del ciclo celular, diferenciacion y

senescencia celular, por lo que es llamada “guardian del genoma”. 6 Anexo 3

Las caspasas.

El nombre de caspasas se basa en las propiedades cataliticas de estas enzimas,
todas se caracterizan por tener cisteina (C) en su centro activo y “aspase” porque
cortan detras de un acido aspartico. & 5 6 14 Actualmente, se reconocen 14
caspasas. La 14 se ha relacionado con una retinopatia en pacientes diabéticos.
Hasta ahora no se ha aclarado definitivamente qué ocurre con las caspasas-13 'y
14. ©)

Existen dos subfamilias de caspasas. La subfamilia de la caspasa-1 (caspasas 1, 4,
5y 11-14), que se han implicado en el control de la inflamacion, y la subfamilia de
la caspasa-3 (caspasas 3 y 6-10), relacionadas con el mecanismo de muerte celular
por apoptosis. ¢-6)

Las caspasas se sintetizan en forma de zimdgenos (proenzimas inactivas o pro-
caspasas). Se activan por protedlisis limitada y asociacion de subunidades,
adquiriendo su capacidad catalitica para degradar a su vez a sus sustratos dianas.
1,5, 6)

Se denominan caspasas iniciadoras o activadoras (caspasas 2, 8, 9, 10) las que
inician el proceso de apoptosis, se pueden autoactivar y a su vez activar a otras
caspasas. Las procaspasas que son activadas por las caspasas iniciadoras para

ejecutar la apoptosis se conocen como caspasas efectoras (caspasas 3, 6, 7). & 68

Inhibidor de proteinas de la apoptosis (IAPS).

El inhibidor de proteinas de la apoptosis son un grupo de proteinas estructural y
funcionalmente similares que regulan la apoptosis, citoquinesis y transduccién de
sefales. Se caracterizan por la presencia de un dominio proteico de repeticion (BIR),
estos son inhibidores enddgenos de las caspasas, uniéndose a los sitios activos de
las mismas, promoviendo la degradacion o manteniendo a las caspasas lejos de

Sus sustratos. .5, 6)
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Otros inhibidores

Se puede producir una regulacion transcripcional a través de distintos agente (ej. el
interferén y), que afectan a la expresion génica de diferentes caspasa. (- ©)

Se han descrito otras moléculas, como las proteinas CARP1 y CARP2 (CARP: Cell-
cycle Apoptosis Regulatory Protein), que se asocian a las caspasas 8 y 10 e inhiben

la sefial de la via de los receptores de muerte. (1 56)

Mecanismos de apoptosis. Anexo 4

Entender los mecanismos de apoptosis es de extrema importancia y ayuda a
comprender la patogénesis de enfermedades que resultan de una desregulacion de
la misma. Esto puede ayudar al desarrollo de medicamentos que actien en ciertos
genes apoptoticos o a nivel de las vias apoptoticas.

La activacion del proceso de apoptosis es dependiente de las proteasas caspasas
(activacion en cascada enzimatica). Como se mencioné anteriormente pueden ser
caspasas iniciadoras asi como ejecutorasdel proceso.

La apoptosis presenta una fase de iniciacion y una fase de ejecucion. La fase de
iniciacion puede tener dos origenes: Via extrinseca o de receptores de la muerte
(iniciada en un receptor de la membrana celular) o Via intrinseca (mitocondrial).
Ambas vias finalmente llevan a una via comun (fase de ejecucion) de la apoptosis.

(1,5, 6,89, 14,16)

Existe otra via menos conocida, que es la via intrinseca del reticulo endoplasmico.
(1,8, 9,11,14)

La via extrinseca del receptor de muerte.

Al producirse un estimulo del medio externo se desencadena la via extrinseca y
comienza precisamente cuando los ligandos de muerte (citoquinas proapoptéticas
y proinflamatorias) se unen a sus respectivos receptores de muerte que se
encuentra en la membrana celular. Estos receptores son miembros de la familia del
receptor del factor de necrosis tumoral (FNT). Tienen una zona de la molécula
ubicada en la membrana celular que se une al ligando (moléculas que conducen el
mensaje de muerte) y una zona intracitoplasmatica denominada dominio de muerte
(DD). @ 3-6,16)
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Los receptores de muerte mejor conocidos son el receptor 1 del factor de necrosis
tumoral (TNFR1) y la molécula Fas (CD95) y sus ligandos son el TNF y Fas ligando
(FasL).

Cuando el ligando se une al receptor correspondiente provoca un cambio en el
mismo y, de ese modo, el receptor es capaz de reclutar proteinas adaptadoras hacia
la membrana celular. Ambas proteinas (receptores y proteinas adaptadoras)
presentan dominios de muerte (DD) que permiten su interaccion. Las proteinas
adaptadoras sirven de puente entre el receptor y la caspasa. Dentro de estas se
encuentra la proteina FADD (Fas Associated Death Domain) que se une al receptor
Fas. Las moléculas adaptadoras interaccionan con algunos miembros de la familia
de las caspasas provocando su activacion. El complejo completo de ligando-
receptor-adaptador se conoce como DISC (complejo de sefalizacion que induce
muerte). El DISC entonces, inicia la union y activacién de la procaspasas 8 y10 ¢ 9,
La forma activada de la enzima, la caspasa 8, es una caspasa iniciadora de la via

extrinseca, que inicia la apoptosis clivando y activando otras caspasas ejecutoras.

La via intrinseca o mitocondrial

Como su nombre lo indica, la via intrinseca se inicia dentro de la célula. Una gran
parte de estimulos apoptéticos internos (estrés celular, drogas, radiaciones, dafio
genético irreparable, agentes oxidantes, concentraciones elevadas de calcio
citosdlico, etc.) utilizan esta segunda ruta de sefializacion que se conoce como la
via mitocondrial o intrinseca - 2.5 6.8) | a via esta regulada por proteinas de la familia
Bcl-2. Las proteinas antiapoptoticas de esta familia (Bcl-2, Bcl-XL) frenan la
apoptosis bloqueando la liberacion mitocondrial de citocromo-c, mientras que las
proteinas proapoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim) actian promoviendo
la liberacion de citocromo-c desde la mitocondria hacia el citoplasma ®). El balance
entre las proteinas pro y antiapoptoticas lo que determina si se va a iniciar o no la
apoptosis. ()

Los dafios mitocondriales con el consiguiente aumento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial trae consigo la liberacién al citoplasma de proteinas

mitocondriales amplificando la sefial apoptética. Entre ellas se liberan de la
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mitocondria al citoplasma diversas proteinas apoptogénicas como el citocromo c, el
factor inductor de apoptosis (AIF), la endonucleasa G, la proteina Smac/DIABLO
(Smac: segundo activador de caspasas derivado de mitocondrias y DIABLO:
proteina de unién al IAP directo con bajo pH). Ademas, se genera un flujo de calcio
y se liberan ROS (especies reactivas de oxigeno). (1. 6:8)

Al liberarse el citocromo c interacciona con la proteina citosélica Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor-1), que actlla como molécula adaptadora en esta via, con
dATP y posteriormente con la procaspasa-9, formando el complejo conocido como
apoptosoma que ejecuta el programa apoptético. La formacion del complejo
conduce a un cambio conformacional de la procaspasa-9 activandola que, a su vez,
rompe y activa las caspasas efectoras, como las caspasas 3, 6 y 7. & 568 Ep
algunos tipos de células (ej. hepatocitos) esta via puede ocurrir en ausencia de
caspasa-9 o de su activador Apaf-1. En este caso la via extrinseca queda
interrelacionada con la intrinseca formandose una amplificacion de la sefial mediada
por receptores de muerte &2 810 En ella interviene la proteina proapoptotica Bid
(de la familia de Bcl-2) que se rompe en dos fragmentos por la caspasa-8. Uno de
ellos, el C-terminal (tBid), actia sobre la mitocondria haciendo que se libere el
citocromo c. Por tanto, Bid funciona como un puente de union entre las dos vias
amplificando la activacion de las caspasas. ¢1416)

Cuando la proteina proapoptoticas Smac/DIABLO se libera al citoplasma,
interacciona con inhibidores endbégenos de las caspasas (IAP) neutralizandolos v,
por tanto, previniendo el bloqueo de la apoptosis.

Por otra parte cuando el ADN esta dafiado se acumula p53 en la célula y detiene el
ciclo celular en G1 esperando la reparacion, si esta no es posible la célula se
encamina a la apoptosis porque p53 estimula la sintesis de moléculas
proapoptoticas. I 6)Se describié una relacion entre la proteina p53 y la activacion de
la caspasa-2 en respuesta a un dafio en el ADN lo que conduce a la apoptosis. @
Cuando las células son estimuladas por factores de crecimiento u otras sefiales de
supervivencia, aumentan la sintesis de los miembros antiapoptoticos de la familia
Bcl-2. Por el contrario cuando las células no reciben sefales de supervivencia o

estdn sometidas a stress, se producen canales de transicion de permeabilidad
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mitocondrial, que aumentan la permeabilidad de las membranas mitocondriales
saliendo el citocromo c al citosol y la membrana mitocondrial externa pierde BcL-2.
(1, 5, 6,14)

La via comun

La fase de ejecucién de la apoptosis involucra la activacion de una serie de
caspasas. Las vias intrinseca y extrinseca convergen en la caspasa 3. Ademas, las
caspasas que estan “cascada abajo”, inducen el clivaje de las protein-kinasas,
proteinas del citoesqueleto, proteinas de reparacion del DNA y subunidades
inhibitorias de la familia de las endonucleasas. Tienen también un efecto sobre el
citoesqueleto, el ciclo celular y las vias de sefalizacion, los cuales, todos juntos,
contribuyen a los cambios morfoldgicos tipicos de la apoptosis. ¢ 5 6 8 10,14)

Para resumir podemos decir que en la actualidad existen varios modelos que
explican el modo en que se regularia la actividad de estas proteasas:

1) Activacion de las caspasas efectoras: una sefial proapoptética culmina en una
caspasa iniciadora que, posteriormente, activa a las efectoras provocando el
desensamblaje celular.

2) Activacion de las caspasas iniciadoras: las caspasas iniciadoras se activarian por
unién a cofactores especificos. Asi, en el caso de la procaspasa 8 se requeriria la
unién con su cofactor FADD para su activacion. La procaspasa 9, en cambio, se
activa al unirse a Apaf-1, pero requiere del citocromo-c y del ATP para conformar el
apoptosoma.

3) Los inhibidores como reguladores: las IAPs actuarian bloqueando la apoptosis a
través de la inhibicidbn de caspasas efectoras, sin embargo, también previenen la
activacion de estas enzimas cuando hay sobreexpresion, sugiriendo que los blancos
reales en las células son las procaspasas efectoras y otras proteinas involucradas

en la activacion.

La via intrinseca del reticulo endoplasmatico.
La mitocondria, no es el inico organito implicado en la muerte celular. Los lisosomas
y el reticulo endoplasmico desempefian una funcion importante en la liberacién de

otros factores de muerte como las catepsinas, calpainas y otras proteasas. (- 6 816)
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Asi, el estrés del reticulo endoplasmico se considera como otra de las vias
intrinsecas de induccidn de apoptosis que se caracteriza por la alteracion de la
homeostasis de calcio y por la acumulacién de proteinas incorrectamente plegadas.
En este caso, se dispara una cascada especifica de iniciacion de la apoptosis con
la activacion de la caspasa-12 localizada en la cara citosolica del reticulo
endoplasmico. La caspasa-12 activa, provoca a su vez, la activacion de la caspasa-
9y ésta la de la caspasa-3, pero de una forma independiente de citocromo c¢ por lo

que esta via no requiere la activacion previa de la via mitocondrial. (- 814)

Importancia de la apoptosis.

Ademas de su importancia como fendmeno biolégico, es un hecho que gran
cantidad de enfermedades presentan una desregulacién en la MCR. Entre las que
cursan con un aumento de la apoptosis se encuentran patologias degenerativas
como la Enfermedad de Alzheimer o Parkinson; por otra parte las neoplasias y
enfermedades autoinmunes se producen por una inhibicién de la apoptosis. © 8 13
15,16) Comprender la complejidad de estos procesos y su regulacién juega un papel
fundamental en el diagndstico y tratamiento de estas patologias, pues la muerte
celular es susceptible a intervenciones farmacoldgicas y genéticas. 1213 Anexo 5
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Conclusiones.

Después de revisar el tema se pone de manifiesto que la apoptosis es un
mecanismo basico de autodestruccion, regulado geneticamente, imprescindible
para el desarrollo y el mantenimiento de la homeostasia celular. Los cambios
morfolégicos son caracteristicos y se producen tanto en el citoplasma, la
membrana plasmatica y el nucleo. Las causas que desencadenan la muerte celular
por apoptosis pueden ser fisioldégicas o patoldgicas, utilizandose generalmente los
términos de muerte celular programada o0 muerte celular regulada
respectivamente. Los componentes fundamentales en la regulacién del proceso
son: la familia Bcl-2, la proteina p53 y las caspasas . El mecanismo de apoptosis
tiene diferentes rutas de sefalizacion y todas son dependientes de la activacion de
las caspasas: las vias de iniciacion extrinseca e intrinseca y que convergen en una
via comun o fase de ejecucion de la apoptosis. Ademas existe una via menos
conocida , la via intrinseca del reticulo endoplasmico, dependiente de la caspasa
12 y que no requiere de la activacion de la via mitocondrial.

Consideramos que comprender los mecanismos y componentes moleculares de la
apoptosis es crucial en el diagnéstico y posibles dianas terapéuticas en
enfermedades que se producen por desregulacion de la MCR. Ademas de
conocer que la muerte celular por apoptosis es necesario para el mantenimiento

de la vida.
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Anexo 1 De Toro Gonzalo 2016

Esquema de la degradacion y autofagica, siendo € punto de no retor no, cuando se engloban
las mitocondriay son destruidas.
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Anexo 2 Lizarbe Iracheta MA 2007

Esquema comparativo de las caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular por
apoptosis y por necrosis.
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Anexo 3. Modificado de Blomen y Boonstra, 2007
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Diferenciacion
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Esquema de las posibles salidas de una célula desde la fase G1.
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Anexo 4 Lizarbe Iracheta MA 2007

Vias de sefalizacidon que conducen a la muerte celular por apoptosis
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Anexo 5 Lizarbe Iracheta MA. 2007

Patologias asociadas en el equilibrio entre los procesos de apoptosis y de proliferacion celular
(por incremento o por inhibicion de la apoptosis).



