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La palabra apoptosis fue propuesta por Kerr, Willie & Currie por sugerencia del Prof. Cormack J.,
del Depto. Griego de la Universidad de Aberdeen (Kerr et al., 1972) proviniendo del griego
“apoptosis’ esta palabra viene de la asociacion de dos fonemas griegos:“apo” por encima, elevado
y “ptosis; caida o deslizamiento, queriendo significar“caer fuera o caida desde lo alto’recordando
a las hojas que caen en otono desde los arboles o a los pétalos que caen desde las flores; Kerr y
sus colaboradores adoptaron esta palabra griega que distingue a esta clase de suicidio celular
de la necrosis cuya pronunciacién es apo-TO-sis sin pronunciar la sequnda “p”; a la apoptosis
también se le conoce como “Muerte Celular Programada” y a pesar de su importancia en la
fisiologia y fisiopatologia, su estudio se retomé a inicios de la década de los '80s.

En el siglo XIX la muerte celular es reconocida como un programa integral que forma parte del
desarrollo del organismo y que integra la base de la morfologia de los seres vivos. En los 70's
(Kerr et al., 1972) el patélogo Australiano John F.R.Kerr y sus colegas Escoceses Andrew H.Wyllie
& Alastair R. Currie publicaron diferentes observaciones referidas a la muerte celular programada
describiendo las caracteristicas morfolégicas de células desintegradas en variados tipos de
tejidos. En los 80’ (Ellis & Horvitz, 1986), inician con la descripcién de moléculas y mecanismos
de la morfologia de la apoptosis al presentar sus trabajos sobre el nematodo Caenorhabditis
elegans y desde entonces el conocimiento acerca del programa apoptésico se ha incrementado
rapidamente y sigue incrementéndose dia a dia, y gracias a esto se han definido los mecanismos
del proceso.

Posteriormente Vaux, D.L. en 1994 describe la cascada proteolitica dirigida por las caspasas y
Wyllie, A.en 1998 explica el colapso que se lleva a cabo en la mitocondria y que marca el punto
del no retorno ya que la superficie celular expone entonces la fosfatidilserina mientras que en el
nucleo ocurre la fragmentacién del ADN. La investigacién sobre la apoptosis en los Gltimos diez
anos ha adquirido un ritmo vertiginoso, escribiéndose alrededor de 12,000 articulos cientificos
al ano sobre el tema. A pesar del poco tiempo transcurrido, se espera que en pocos afos los
conocimientos bésicos sobre la apoptosis se puedan aplicar al disefio de farmacos que puedan
activar o inhibir selectivamente la muerte de las células.

Las células pueden -y frecuentemente lo hacen- morir por ellas mismas, en un proceso conocido
como apoptosis. Esta capacidad es esencial para el funcionamiento apropiado del organismo y
la regulacién defectuosa de ésta, puede estar atras de muchas enfermedades. La salud y la
integridad de todos los organismos multicelulares —incluidos los humanos- dependen no sélo
de la habilidad del organismo de producir nuevas células, sino también de la habilidad de las
células individuales de autodestruirse cuando éstas se vuelven inecesarias, superfluas o cadticas.
Este proceso critico, actualmente llamado apoptosis, o muerte celular programada ha sido
observado por décadas, obteniéndose progresos y adelantos muy valiosos en la comprensién
de coémo el suicidio celular es representado y controlado. Como podremos observar, el tema nos
invita a continuar ya sea por curiosidad cientifica o también por el deseo de saber cémo se
podrian combatir algunas de las enfermedades criticas presentes en el mundo tales como Céancer,
SIDA, enfermedad de Alzheimer y Artritis Reumatoide.
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Introduccion

Al iniciar este trabajo de tesis el objetivo era ayudar a evaluar la importancia y el impacto de la
muerte celular, para lo cuéal se realizé un escrutinio sobre la bibliografia existente y se escogieron
los articulos que se considereraron mas importantes, en cuanto al enfoque en los principales
temas con el fin de comprender ampliamente y de manera global todo lo que implica el amplio
campo de la muerte celular. En los diferentes capitulos se hablara de la muerte celular, de su
significado evolutivo, de sus mecanismos fisiolégicos, de su significado en diferentes dreas y
situaciones, de sus implicaciones médicas (que nos ayudarén en el entendimiento de la regulacion
de la muerte celular). Lo que se pretende con esta revision bibliografica es que toda persona
que la lea incremente sus conocimientos de los principales conceptos y evalie lo que representa
la apoptosis y la muerte celular programada.

Se dividira esta revision bibliogréfica en tres apartados que contienen diez capitulos.La primera
parte consiste en los antecedentes, la introduccién, los objetivos y la justificacion.

La segunda parte consiste en el cuerpo del trabajo que son las generalidades, la bioquimica y
sefialamiento, la apoptosis en inmunologia y SIDA y la relevancia clinica de la apoptosis. En el
capitulo de generalidades se revisara el fenémeno de la muerte celular y las diferencias que
encontramos entre la muerte celular por necrosis y la muerte celular fisiolégica enfatizando en
los eventos post mortem. Se empezard con una consideracién de la muerte celular programada
la cudl nos ubicara en el origen de la muerte celular como un programa, tratando de llegar a
racionales que nos enfoquen en la distincién entre muerte y sobrevivencia en la mitocondria,en
la cercana relacién que observamos entre el ciclo celulary la muerte celular,y en los mecanismos
genéticos de la muerte celular observados en el Caenorhabditis elegans, el cual ha sido de gran
valia en la investigacién de este campo.

En el capitulo de bioquimica y sefialamiento de la apoptosis se iniciard con una revisién de
conceptos generales para posteriormente centrarnos en un tema de vanguardia, que sera el
papel de las proteasas, enfatizando en cémo organismos complejos han elaborado sistemas tan
sencillos y simples como los del Caenorhabditis elegans, generando una compleja cascada
proteolitica seguida de una rapida secuencia de cambios, también se hablara del diferencial en
la vulnerabilidad de las células, la importancia del citoesqueleto y los mecanismos de formacién
de los clésicos cuerpos apoptésicos para finalmente cerrar el capitulo con una discusién sobre
las consideraciones de las promesas terapéuticas basadas en el control de las proteasas.

En el capitulo de apoptosis, inmunologia y SIDA se hablara de un tema esencial en la muerte
celular que es conocido como la reaccién que se presenta ante un intruso por los miembros del
sistema linfatico y hematopoyético, enfocandonos en la dependencia que tienen las células de
la existencia o de la ausencia de determinadas senales (las células pueden morir o dejar de hacerlo
dependiendo de las sefiales encontradas o no encontradas en el medio), concentrandonos en el
mecanismo por el cudl la interaccién entre Fas y su ligando Fas pueden aniquilar las células del
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sistema inmune y el papel que aqui juegan las proteasas. El tema es altamente complejo en
cuanto al mecanismo de sefalaciéon usado para generar la distincién entre la respuesta al
crecimiento y la respuesta a la muerte. Para finalizar con este capitulo se examinara la situacién
del SIDA enfatizando el interés en el virus, en la proteccién de las células del huésped y en cémo
se destruyen las células infectadas.

El tema méas importante es el cdmo las diferentes células del organismo muestran una
susceptibilidad diferente a la apoptosis, y esto se revisard en el capitulo de apoptosis y
enfermedad explorando el problema de por qué solamente ciertas células mueren y por qué
otras tardan bastante tiempo en hacerlo, enfatizando en la inutilidad de examinar la muerte
celular en modelos in vitro con substratos artificiales, analizando las sefales pre-apoptéticas y
dando una esperanza de que podriamos ser capaces de identificar células en agonia y
diferenciarlas de las células muertas; el concepto de la diferente susceptibilidad esté basado en
reconocer los caminos que sigue la muerte celular y el reensamble inicial de la divisién celular,
este tema relaciona a moléculas receptoras de membrana con uno o mas ligandos, generando
una activacién que puede ir en miiltiples direcciones dependiendo de la naturaleza y del tiempo
en el que aparezcan los ligandos y del estado del metabolismo de la célula, incluyendo la forma
y la historia de la misma. Ademas se enfocara la relevancia clinica de la apoptosis, para lo cudl
muchos autores hablan de acciones que tomaron o que podrian tomar en pacientes con
diferentes estados patol6gicos, hablaremos de los mayores problemas de importancia médica
como fertilidad y cdncer y el por qué debemos establecer multiples consideraciones potenciales
para examinar problemas médicos.

Y la tercera parte consiste en las conclusiones y perspectivas del trabajo y en las referencias
utilizadas para la creacién y el disefio del mismo.

A lo largo de la revision, se tratara de crear conciencia de que los organismos implicados en la
muerte celular la utilizan de una forma positiva ya que gracias a ella pueden esculpir su desarrollo
arreglando réapidamente la expansion y la subsecuente contraccion de la poblacién celular en
los sistemas inmune y reproductivo y en cémo defienden el ser destruidas por células que han
sido infectadas o atacadas. Las células y los organismos constantemente se encuentran
monitoreando sefales dadas y recibidas por las diferentes células y respondiendo como lo harian
los agentes del servicio secreto; una respuesta incorrecta o confusa significarfa la muerte; el
reconocimiento de estas sefales de alta seguridad son la diferencia entre suicidarse o seguir
viviendo.

Tres temas criticos serdn la columna vertebral de esta revision: El primer tema que se considera
critico, es la sefialacién utilizada por las células. Un gran nimero de investigaciones han hecho
que nos enfoquemos en las sefales de sobrevivencia y/o en las sefiales de muerte; dichas sefiales
pueden provocar que agentes patolégicos infecciosos o células potencialmente malignas no
mueran (debido a la presencia de genes anti-apoptéticos) y dichas sefales pueden provocar
también que el organismo pronostique el dafo invocando al suicidio celular (debido a la
presencia de genes pro-apoptoéticos), ocasionalmente, como en cualquier guerra, las batallas
salen al territorio civil y asl, tanto en el SIDA como en las enfermedades inflamatorias y
autoinmunes las células que se encuentran como espectadoras podrian morir.



El segundo tema que se considera critico, es la posible confusién que podria presentarse por
diferencias ocasionales en la morfologia derivada de la Biologia Molecular, las proteasas pueden
diferir pero tener los mismos objetivos;la morfologia puede diferir dependiendo el caso y dichas
diferencias son atribuibles a las distinciones biolégicas, como por ejemplo, la estructura de la
célula y la relativa urgencia de prevenir mitosis en una célula danada. El tercer tema que se
considera critico, es que muchos de los eventos encontrados o muchos de los puntos
identificados se presentan en el estudio de las células muertas o midiendo cambios post mortem
en donde estamos limitando varios eventos. Es posible que la contraccién celular sea una parte
de la clasica morfologia y que no es otra cosa, mas que un resultado tangible de la energia
disponible en las células cuando el calcio entra y desequilibra el metabolismo de la célula
provocando cambios en ella por lo que varios autores comentan que esto produce en el
citoesqueleto fragmentacién y lo observamos como fragmentos englobados.
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Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Conocer las caracteristicas del procesos apoptésico, con base a una revisién bibliogréfica
sobre la ultraestructura, bioquimica, inmunologia e incidencia de la muerte celular.

2. Determinar qué oncogenes se encuentran implicados en el proceso apoptésico, y cudles
son las caracteristicas y funciones de los mismos.

3. Inferir cudles son las perspectivas y los alcances de la apoptosis y la muerte celular

programada en cuanto a las alternativas terapéuticas que puede ofrecer en dreas tan diversas
como el cédncer, SIDA y enfermedades crénico degenerativas.
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Justificacion _

La muerte celular no es mas que un simple evento que caracterizamos como apoptosis y no
debemos perder de vista laimportancia que tiene para ésta, la Biologia Molecular, la Microscopia
Electrénica y el comportamiento de los niveles intracelulares.La muerte celular programaday la
apoptosis son aspectos muy importantes para la vida y para la salud, y nuestro acceso y
manipulacion en la misma puede tener consecuencias en muchos campos de la medicina y
agricultura por lo que necesitamos entender a fondo y reconocer cémo es que sucede este
fenémeno, ademads necesitamos conocer el cémo una célula puede integrar tanta multiplicidad
de senales y como nosotros podemos desde el exterior leer e interpretar dichas sefales y usar la
informacion que se derive de las mismas para regular la salud de los organismos vivos.
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Generalidades (el fenomeno de la muerte
celular)

'El origen y la evolucion en el papel de la muerte celular
programada

La pregunta inicial acerca de la posible existencia de mecanismos de muerte celular y el papel
de programas fisiolégicos de muerte celular emergen en el fin de este siglo, pero es hasta afios
recientes que dichos estudios han sido realizados en células de animales multicelulares que son
programadas para autodestruirse y lo que se ha encontrado es que la sobrevivencia de las células
depende de la represion del programa de autodestruccion (Ameisen, 1996). La identificacion de
la regulacién genética de la muerte celular programada juega un papel importante no sélo en
el desarrollo sino también en la homeostasis de los tejidos y esto ha iniciado con la aceptacion
de la idea de que las células sobrevivirian cuando existieran senales dadas por otras células que
suprimieran automaticamente la induccion del proceso del suicidio celular.

Una visién méas amplia de la muerte celular programada emerge cuando intentamos contestar a
la pregunta ;De dénde proviene la muerte celular programada?, en otras palabras, las preguntas
son jcuando? y ;c6mo? la muerte celular programada ha sido seleccionada durante el proceso
de la evolucién. Nos enfocaremos en el concepto evolutivo y en los paradigmas, las implicaciones
y las preguntas que emergen naturalmente del origen y del papel de la muerte celular
programada ofreciendo cambios en la perspectiva, que puedan favorecer la interpretacién de
resultados de diferentes experimentos revisados.

En cuanto al origen evolutivo de la apoptosis (Ameisen, 1996), el descubrimiento de que todas
las células del organismo estdn programadas para su propia destruccién y de que su
supervivencia depende continuamente de la represién de tal programa realizado por las sefales
del entorno no sélo ha modificado profundamente la concepcién biolégica de la salud y de la
enfermedad, sino que también ha transformado las ideas sobre la evolucion del mundo viviente.
El determinar en el tiempo el origen de los primeros genes reguladores de la autodestruccion
celular es complicado, sin embargo una posibilidad es que el origen de los programas de suicidio
celular que son una forma de regulacion social del destino de las células sea simultaneo al de
los organismos pluricelulares, aunque existen datos que apuntan un origen mucho mas antiguo
de los programas de suicidio celular pues ya funcionan en las células eucariotas, especialmente
en los parasitos causantes de graves enfermedades humanas. La existencia de programas de
suicidio celular y de una regulacién social de la supervivencia de las células parece ser asi un
componente esencial y ancestral de la adaptacién de los seres vivos a un entorno.
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Formas mas primitivas de muerte programada existirian entre las bacterias, lo que les permitirfa
defenderse de las infecciones viricas y utilizarlas en las luchas entre colonias diferentes por la
obtencion de recursos. La formulacion de medicamentos desencadenantes del suicidio de los
agentes infecciosos constituiria un nuevo tratamiento de las enfermedades de este tipo.Es prob-
able que la funciéninicial de los genes determinantes de la muerte de los organismos unicelulares
fuese la lucha contra otras especies. Serfan genes especificadores de toxinas y de los antidotos
contra ellas. Los organismos unicelulares habrian utilizado luego estos genes para regular su
propia supervivencia y para eliminar las células menos eficaces. La evolucién seleccionaria al
tiempo los mecanismos perturbadores del suicidio de las células para aumentar su eficacia
multiplicadora, y los favorecedores del mismo, para eliminar las células que tuviesen alteraciones
genéticas y optimizar la adaptacién de la colonia a su medio.

La muerte celular programada ha sido encontrada como una parte intrinseca del desarrollo de
animales multicelulares vertebrados e invertebrados estudiados hasta el momento incluyendo
nematodos, insectos, anfibios y mamiferos (Raff MC, 1992; Steller H, 1995; Vaux DL, 1993). Esto
juega un papel importante en la morfogénesis de esculpir tanto la fase embrionaria como la
fase de larva y el proceso de autoorganizacion funcional que inicia con la maduracion de dos de
los sistemas regulatorios mas complejos de los organismos multicelulares, el sistema inmune y
el sistema nervioso (Cowan et al., 1984; Duvall E and Wyllie AH 1986; Jacobson et al., 1997;
Saunders JWJ 1966). En aiios recientes la muerte celular programada ha mostrado que juega un
papel importante en los adultos, esto es en la homeostasis de los tejidos, en la regulacion del
nimero de células, en la eliminacion de células anormales (debido a algtn daio) y en la defensa
contra infecciones (Raff MC, 1992; Cohen JJ, 1993; Ameisen JC, 1994; Vaux DL, et al., 1994), por
otra parte la muerte celular programada participa en la desregulacion en la patogénesis de varias
enfermedades humanas severas tales como el cancer, enfermedades autoinmunes, SIDA y
enfermedades neurodegenerativas (Ameisen JC, 1994; Williams, 1991; Nagata S, and Goldstein P
1995; Thompson CB 1995).

La concepcién evolucionaria de la muerte celular programada en el reino animal involucra no
solamente la existencia de un solo papel sino que se extiende a aspectos cruciales como pueden
ser el control genético y la importancia de aspectos de fenotipo. La muerte celular programada
es regulada por sefales que son dadas por otras células, tales como la informacién derivada del
linaje de la célula y/o los mediadores solubles y/o los contactos de célula con célula. La induccién
ala muerte celular programada depende esencialmente de la informacién del linaje de la célula
tal como es el caso del nematodo Caenorhabditis elegans (Ellis et al., 1986) o de la mosca de la
fruta Drosophyla melanogaster; en algunas otras situaciones la combinacién del linaje de las
células, la senalizacién intracelular, el factor de activacion de transcripcion y los segundos
mensajeros citoplasmaticos en mamiferos pueden tener el mismo resultado (Duvall E and Wyllie
AH 1986; Raff MC, 1992).

En los organismos multicelulares mencionados, la muerte celular programada es un proceso de
autodestruccion que involucra las tres fases del proceso apoptésico: la fase de induccién-
activacion, la fase efectoray la fase de degradacién (Vaux and Strasser, 1996).

La fase de activacién (también llamada de induccién) es la primera fase y se caracteriza por
una heterogeneidad externa de los patrones de transduccion de las sefales que llevaran a la



muerte celular programada a través de las enzimas proteoliticas (cistein proteasas que forman
parte de la familia de las caspasas Ced-3/CPP32/DCP) que aparecen constitutivamente expresadas
en muchas -sino en todas- las células del nematodo Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster y en mamiferos, produciendo la ejecucién de la fase efectora.

La fase efectora que es la segunda fase de la muerte celular programada y durante la cual, los
estimulos convergen en unos pocos patrones estereotipados y las células pasan a un“punto de
no retorno’; desencadenando la “cascada de la apoptosis” y llegando en forma irreversible a la
muerte. Se ha acumulado evidencia de que los organelos citoplasmaéticos, incluyendo a las
mitocondrias, participan en esta fase critica, y que las alteraciones nucleares son precedidas por
alteraciones mitocondriales, tanto estructurales como funcionales (Chinnaiyan A, and Dixit 1997;
Nagata S 1997).

Varios fenotipos de la muerte celular programada han sido descritos, y en todos los casos el
suicidio celular aparece como una desintegracién morfolégica (Kerr JFR et al. 1972; Schwartz
LM, et al. 1993).

Todos los casos de suicidio celular ocurren a través de procesos de orden de desintegracion
morfolégica, y es aqui donde observamos la tercera fase que es la fase de degradacién, que
constituye el més frecuente paradigma de la apoptosis donde se observan los signos
morfolégicos caracteristicos de la misma: la marginacién y lisis de la cromatina nuclear, la
retracciéon y fragmentacién celular, la condensacién del citoplasma, la vacuolizacién y la
fragmentacion (Kerr JFR et al. 1972; Duvall E, and Wyllie AH, 1986); caracteristicas que son
asociadas con el mantenimiento inicial de la integridad de la membrana celular extensiva a la
superficie celular y a la expresiéon de moléculas especificas en la superficie celular seguidas de
fagocitosis (una rapida ingestion por células vecinas y por fagocitos) mostrando una exagerada
claridad en el microscopio electrénico y con ausencia de respuesta inflamatoria observdndose
la integridad de la conservacién del tejido, del 6rgano y del organismo completo en el cuél la
célula ha muerto (Duvall E, and Wyllie AH, 1986; Savill J, et al. 1993; Cohen JJ, 1993).

El concepto de suicidio celular por“de fault”-o sea la idea de que las células sobreviven solamente
cuando reciben sefales determinadas para prevenir la ejecucion del suicidio celular- ha emergido
en anos recientes del estudio del programa de muerte celular en mamiferos y en el modelo del
nematodo Caenorhabditis elegans,(Raff MC, 1992; Hengartner MO, 1995; Vaux DL 1993) en am-
bos modelos la activacién de la familia de las caspasas Ced-3/CPP32 previenen la expresion de
productos tales como Ced-9/Bcl-2, por lo que de acuerdo con este punto de vista el suicidio
automadtico “por de fault” es un punto basico de la regulacién de la muerte celular programada
y dicha regulacién depende de la interaccién que tengan entre los productos de dos familias de
genes antagonistas; de cualquier forma el punto critico de la muerte celular programada consiste
en que su regulacion aparece mucho mas compleja y sofisticada en mamiferos que en el
nemdtodo Caenorhabditis elegans, lo que Ced-3 representa para dicho neméatodo es equivalente
al menos a diez miembros de la familia de las caspasas para los mamiferos y lo que Ced-9
representa para dicho nematodo es equivalente al menos a nueve miembros de la familia Bcl-2.

En los mamiferos el mecanismo efector de la muerte celular programada es regulado por sefiales
que se relacionan con la diferenciacién y con la proliferacion celular y cada una de las células del
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organismo son controladas por este refinado y complejo sistema (Williams GT, 1991). El control
social y la sobrevivencia celular en la muerte celular programada han sido descritos como
fenémenos“altruistas” (Ameisen 1994).La conservacion de las especies en animales multicelulares
data de varios millones de cientos de afios y varios componentes de la muerte celular programada
-tanto de la secuencia genética como de las propiedades funcionales de varios de los genes
involucrados en su regulacién- nos indican que los programas genéticos de suicidio celular
fisiolégico juegan un papel esencial en el desarrollo y sobrevivencia de muchos -si no es que de
todos- los organismos multicelulares (Raff MC, 1992; Steller H, 1995; Vaux DL, 1994), ya que este
programa controla la regulacién y la sobrevivencia celular y por ende la muerte celular por medio
del proceso“altruista”del suicidio celular,y esto ha sido considerado como una de las soluciones
que la evolucion ha proveido a los especificos problemas sociales de los organismos (Raff MC,
1992; Vaux et al. 1994; Steller H, 1995); esta idea de solucién a los problemas sociales de los
organismos que proporciona la muerte celular, emerge al mismo tiempo que otra idea que se
fundamenta en que los organismos multicelulares se encuentran implicados en los programas
genéticos que regulan el suicidio celular en organimos unicelulares. En contraste con las células
de los organismos multicelulares; cada célula de los organismos unicelulares ha sido observada
como una célula germinal llamada a transmitir la informacion individual de su genoma a futuras
generaciones.

Los programas genéticos en algunas ocasiones favorecen que la célula por ella misma inicie con
su autodestruccién en caso de ser necesario y en otras ocasiones favorece el “altruismo”
sacrificando a algunas células en beneficio del organismo; por lo que cualquier mutacién que se
produzca puede ser memorizada y puede regular el suicidio celular de los organismos
unicelulares, lo que iniciaria con la seleccién de las células individuales que expresaran la
mutacién de alguin gen en especifico (Vaux et al. 1994); aunado a esto, es importante ubicarnos
en la idea de que el origen evolucionario de los programas genéticos y del suicidio celular ha
sido concomitante con el origen evolucionario de los organismos multicelulares.

Si hablamos de toxinas, antidotos y muerte bacteriana, cuando se compite por el control de los
recursos del medio ambiente, varias especies de bacterias usan estrategias basadas en aniquilar
a otras especies de bacterias y esto lo hacen secretando toxinas antibiéticas induciendo la muerte
de otras bacterias; la razén por la cudl una bacteria puede liberar una toxina para aniquilar a
otra bacteria sin la necesidad de que muera, ella misma puede ser la de sintetizar un antidoto
intracelular que la protega en contra del efecto letal de la toxina (Yarmolinsky MB, 1995). La
seleccion de genes (asesinos) que codifican toxinas utilizadas como armamento ofensivo de
sobrevivencia es un ejemplo de la carrera evolucionaria de algunas bacterias vs. otras especies
de bacterias y la seleccién concomitante de genes (protectores) que codifiquen antidotos
utilizados como armamamento defensivo de sobrevivencia es un proceso que provee a la bac-
teria de genes ejecutadores y de genes de sobrevivencia -los cuéles pueden prevenir el efecto
de los genes ejecutores-,

Si ahora nos referimos a los organismos multicelulares tenemos una modulacién genética que
consiste en un reensamble funcional entre el programa genético y las células de organismos
multicelulares en la regulacién de la muerte celular programada: mientras que las caspasas Ced-
3/CPP32 juegan el papel de ejecutores, las caspasas Ced-9/Bcl-2 juegan el papel de los antidotos.
En otras palabras, la habilidad de regular la autodestruccién ha evolucionado, dando como



consecuencia la capacidad de aniquilar a otros sin tener que morir. Otro aspecto importante es
el desarrollo de una carrera evolucionaria de sobrevivencia de la bacteria a la cual le permiten
tener un potencial evolucionario originando la muerte celular programada.

En el mundo procariota, la competencia entre genomas heterogéneos por los recursos del medio
ambiente no estdn restringidos a la competencia entre diferentes especies de bacterias.
Elementos genéticos tales como plasmidos o virus bacteriéfagos pueden competir con diferentes
especies de bacterias; en este caso es la bacteria por ella misma un recurso y sus caracteristicas
evolutivas le permiten ampliar sus elementos genéticos mébiles en las colonias bacterianas. Las
estrategias seleccionadas por los pldsmidos y los bacteriéfagos en orden de propagarse en las
colonias de las bacterias involucran varios mecanismos que les permiten extenderse de una
bacteria a otra con facilidad.

En células de animales multicelulares, las familias de genes han sido identificadas y consideradas
como ejecutoras (tal es el caso de las caspasas <familia de Cistein Proteasas> como Ced-3/CPP32/
DCP) o han sido identificadas como inhibidoras (tal es el caso de Ced-9/Familia Bcl-2 y familia
IAP) de la muerte celular programada. El paradigma de que los ejecutores de la muerte celular
programada funcionan solamente como ejecutores (y que los inhibidores funcionan solamente
como inhibidores) ha emergido del estudio del modelo del nemétodo Caenorhabditis elegans
donde Ced-9 pierde o gana su funcién de mutar mientras que Ced-3 pierde su funcién de mutar,
y esto nos muestra que no existen modificaciones que involucren la regulacién del desarrollo
de la muerte celular programada. El gen Bcl-2 de los mamiferos que es homélogo al gen Ced-9
puede ser un sustituto parcial de Ced-9 al prevenir el desarrollo de la muerte celular programada
cuando Ced-9 pierde su funcién mutante en el nematodo Caenorhabditis elegans, no obstante la
prevencién de la muerte celular programada ha sido reportada por la expresion de Bcl-2 en el
nematodo Caenorhabditis elegans (Vaux et al., 1992).

Generalmente muchos de los genes de los mamiferos estan involucrados en el control del ciclo
celulary de la diferenciacién celular, incluyendo protooncogenes, genes supresores de tumores,
ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas, los cuales han mostrado una participacién en el con-
trol de la muerte celular programada (Raff, 1992;Vaux DL, 1993; Ameisen, 1994).

Esto da pie a la propuesta de que en las células de organismos multicelulares -en particular
células de mamiferos- la maquinaria del suicidio celular puede estar involucrada con la
magquinaria del ciclo celular y esta interrelacién entre la regulacion del ciclo celular y la regulacién
de la autodestruccion, es, como quiera que sea, no especifica para células de organismos
multicelulares ya que puede presentarse en organismos unicelulares; tanto en levaduras como
en células de mamiferos, y las catastrofes que podriamos observar durante la mitosis resultarian
de una activacion no coordinada de las ciclinas, quienes poseen un fenotipo similar, o idéntico,
al de la apoptosis (Lundgren et al. 1991; Heald et al. 1993); por otra parte, en algunas especies de
bacterias, las autolisinas son necesarias para la divisién celular ya que se encargan de romper
con la pared bacteriana de peptidoglicano, pudiendo inducir a la autodestrucciéon cuando se
presenten condiciones ambientales poco favorables.

Y de todo esto puede surgir la hipétesis de que los efectores de la maquinaria del ciclo celular
pueden tener una capacidad intrinseca no disponible para inducir la autodestruccién de la célula
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en la cudl operan; si los efectores de la maquinaria del ciclo celular pueden ser también los
efectores de la autodestruccién de la célula en la cual operan entonces requieren de un
acoplamiento con otras células para prevenir la autodestruccion y esto puede ser tan antiguo
como el origen de la primera célula (Ameisen JC, 1996).

Se hainvestigado acerca del origen evolutivo de la muerte celular programada y se ha encontrado
similitudes con la evolucidn de la diversificacién genética (Ameisen JC, 1996). La nula habilidad
intrinseca de la célula de evitar alteraciones y mutaciones aleatorias y genéticas ha iniciado con
la seleccidn aparentemente antagonista y concomitante de reprimir los cambios genéticos, en
un continuo de varios mecanismos de correcciéon y reparacion de pruebas de ADN y la
amplificacion de la diversificacion del ADN en un continuo de varios mecanismos de reacomodo
y reclasificacién incluyendo la recombinacién, la transformacién, la conjugacién, la transduccién,
la retrotransposicién y finalmente la sexualidad.

La incapacidad intrinseca de evitar la autodestruccién debido a la memoria celular es intrinseco
de la célula y podria ser lo que el pecado original es para los humanos -una consecuencia
inherente a la reparacién del ADN, a la diferenciacién celular y a la progresion continua del ciclo
celular- lo que implica que la evolucién ha iniciado con una aparente seleccién antagonista tanto
para la represién como para la amplificacién de la maquinaria autodestructiva.En otras palabras,
la evolucién ha afinado la regulacién del proceso de autodestruccién, de tal modo que los
inhibidores de la autodestruccién han mejorado su eficiencia en el ciclo celular y en la
diferenciacion celular, y al mismo tiempo la seleccién induce la muerte celular programada
mejorando con esto la idoneidad de la colonia, provocando una radpida remocién de células una
vez que éstas han sido disefiadas con algun error o alguna alteracién durante el ciclo celular,
suprimiendo altruistamente estas células en orden de proveer una ventaja selectiva en células
mejor adaptadas en condiciones de medio ambiente adversas. Aqui encontramos dos diferentes
escenarios del origen potencial de la muerte celular programada en organismos unicelulares:
tanto la hipétesis de una carrera evolucionaria de sobrevivencia como la accién de la memoria
celular que podria ser como el pecado original de los humanos, las cuales no son antagonistas y
pueden ser complementarias y sinergistas.

En otro orden de ideas, tenemos que diversos resultados en diferentes estudios sugieren que la
mitocondria juega un papel importante en la fase efectora de la muerte celular programada
(Golstein P, 1997; Kroemer et al., 1997):

1. En sistemas libres de células de induccion nuclear de apoptosis, los extractos
mitocondriales han sido reportados como necesarios en orden de que los extractos
citoplasmaticos inducen la fragmentacién nuclear.

2. La muerte celular ha sido reportada en correlacién con una pérdida del potencial de mem-
brana de la mitocondria lo que induce una permeabilidad mitocondrial y por tanto se

liberan al citosol, algunas proteinas mitocondriales.

3. Esta permeabilidad induce que las proteasas sean liberadas de la mitocondria (la cuél es
un factor inductor de apoptosis) y que actlien como caspasas.
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4. Y finalmente en ausencia de permeabilidad mitocondrial, se libera citocromo C (el cudl se
asocia con componentes aun no conocidos en el citosol) induciendo la activacién de la
caspasa CPP32 (Kluck RM et al,, 1997; Yang et al., 1997).

Asi, estas senales intracelulares inician con la fase ejecutora de la muerte celular programada, la
cual requiere de cambios mitocondriales que provocaran la liberacién de proteinas las cuéles
en condiciones ideales no serian liberadas. Hallazgos recientes sugieren que este paso
mitocondrial esta bajo control del gen Bcl-2 y BcIXL quienes son antagonistas de la muerte celular
programada. La gran mayoria de la familia del gen Bcl-2 se encuentra predominantemente
localizada en las membranas intracelulares: en la membrana del reticulo endoplasmaético, en la
membrana nuclear y en la membrana mitocondrial exterior.Uno de los mecanismos importantes
por el cuél el gen Bcl-2 ejerce un efecto supresivo en la muerte celular programada es por que
previene la liberacién del citocromo C y la del factor inductor de apoptosis, sefales que
favorecerian la induccién de la muerte celular programada (Golstein P, 1997; Kluck RM et al.,
1997; Kroemer G et al., 1997;Yang et al., 1997). Cuando el gen Bcl-2 se encuentra unido a la mem-
brana mitocondrial externa ayuda en la reparacién de otras proteinas de esta membrana tales
como la kinasa Raf-1 la cudl refuerza el efecto supresor de Bcl-2 hacia la muerte celular. Cuando
la familia de genes Bcl-2/BcIXL esta ausente, automdticamente se activa la familia de las caspasas
mientras que cuando la familia de genes Bcl-2/BcIXL estd presente, se inicia con la prevencion
ante la familia de las caspasas. Por consiguiente la parte interna de la membrana externa de la
mitocondria es un locus que agrupa a los principales involucrados en la ejecucién y en la
regulacion de la fase efectora de la muerte celular programada. Algunos de estos genes
involucrados como el gen Bcl-2 y las caspasas se localizan en el citosol de la célula mientras que
otros como el citocromo C, son liberados desde el interior de la mitocondria.Los productos de la
familia del gen Bcl-2 pueden regular la induccién de la muerte celular programada debido a la
habilidad que tienen para formar poros en la membrana exterior de la mitocondria. En otras
palabras, el involucramiento de los organelos de origen bacteriano como la mitocondria en la
fase efectora de la muerte celular programada es regulada por la familia de genes de origen
aparentemente eucariético (Bcl-2). Considero que la regulacién de la muerte celular programada
en células eucariotas s6lo comienza a ser entendida cuando es reemplazada en la perspectiva
de una “carrera evolutiva de sobrevivencia” entre la bacteria y los ancestros de las células
eucariotas con lo cuél aparecen las células eucariotas que conocemos hoy en dia.

La transferencia progresiva de genes esencialmente mitocondriales al nicleo estan relacionados
con la regulacion de la muerte celular programada y pueden representar un paso importante
en el uso de la mitocondria como una herramienta de auto-destruccién. En este contexto, los
mecanismos por los cudles las células inducen una aparente pérdida irreversible del potencial
transmembrana mitocondrial se inicia (cuando no es prevenido por Bcl-2) con la pérdida de la
permeabilidad; éste puede ser observado como un mecanismo por el cuél las células inician su
auto-destruccion hasta que son suprimidas y este proceso pudo haber sido replicado por antiguas
bacterias antecesoras de las interacciones de las células eucaridticas de hoy en dia.

Finalmente, si pensamos en términos de toxina-antidoto, es interesante notar la habilidad que
tiene el citocromo C para activar la caspasa CPP32 y disparar la muerte celular programada. Al
enfocarme en la ejecucién de la muerte celular programada tanto en organismos eucariontes
como en organismos procariontes se tiene que observar a los principales ejecutores que son las
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caspasas; quienes juegan un papel esencial en la ejecucién de la muerte celular,y quienes también
desempenan funciones esenciales requeridas para la sobrevivencia celular (cuando pensamos
en ejecutores nunca pensamos en que los mismos puedan tener otras funciones ademds de la
ejecucion), y un ejemplo podria ser el citocromo C de la mitocondria que es un activador en
mamiferos de uno de los principales ejecutores que es la caspasa CPP32 cuando es liberado de
la mitocondria al citosol, sin embargo, desempeiia una funcién esencial que es necesaria para la
sobrevivencia celular cuando se encuentra en el interior de la mitocondria (Kluck et al., 1997).
Una de las razones por la cual la muerte celular programada se ha esparcido en organismos
vivientes es debido a que su regulacién representa una fuerza esencial en la evolucién de la
vida y considero que la seleccién natural que consideramos hoy en dia podria ser modificada si
integraramos el proceso de la muerte celular <<qué hay en el interior de la muerte celular
programada y qué hay mas alla de la muerte celular programada>>.

A lo largo de la vida, para la construccién y el funcionamiento correcto de los organismos, es
imprescindible que se destruyan determinados grupos de células. Esta muerte parcial, que tiene
una gran participaciéon precisamente en las etapas iniciales del desarrollo, estd también regulada
por los genes. Es el proceso conocido como suicidio celular, muerte celular programada o
apoptosis. El nimero necesario de células en diferentes etapas de la vida requiere de un balance
entre mitosis y apoptosis; una interviene en regular la generacién de células y la otra interviene
en la regulacion fisioldgica de la cantidad de células. La muerte celular fisiol6gica consiste en un
programa de eliminacién de células codificado genéticamente, cuyo fin es asegurarse del
equilibrio entre proliferaciéon celular y muerte celular (Schwartz et al., 1993). El desarrollo
embrionario se caracteriza por fenémenos incesantes de multiplicacion, de diferenciaciéon y de
migracion celulares, cuyo resultado es la transformacién del huevo originario, una célula indi-
vidual,en un organismo multicelular complejo, ddndose la paradoja de que durante este periodo
se producen también episodios de muerte celular generalizada en ausencia de enfermedad ni
envejecimientos algunos.

Se comprendié que la muerte programada podia ser desencadenada por sefiales emitidas por
el propio organismo cuando se descubrid el papel esencial que ciertas hormonas desempeiian
en la metamorfosis de insectos y batracios. Pero ha sido el estudio de la formacién del sistema
inmunitario y del cerebro, que son los 6rganos reguladores mas elaborados que tienen las aves
y los mamiferos, el que ha puesto de manifiesto la complejidad de los fenémenos de apoptosis,
pues en este caso su cometido no es modelar una forma, sino permitir que aparezca una funcién.
La muerte celular programada permite la eliminacion de las células que se han tornado anormales
y constituyen por ello un peligro para el organismo, ya sean células infectadas, con anomalias
genéticas o en proceso canceroso.Que una célula concreta perezca o continte viviendo depende,
pues,de una combinacién de factores internos (la naturaleza de los genes expresados) y externos
(las de las senales recibidas); por lo que determinadas sefiales aumentan la probabilidad de
destruccién, mientras que otras la reducen.

En nuestra épocay en nuestra sociedad, en las que suele ocultarse y rechazarse todo lo relacionado
con la muerte, el estudio del suicidio celular revela que, en lo mas intimo de cada uno de los seres




vivos, los genes mantienen una relacién activa, extrana y compleja con la muerte, que es parte
integrante de nuestra vida. Ya se trate de la supervivencia de las células o de la ampliacién de su
propia vida, la capacidad humana para alejar estas fronteras dependera de la medida en que se
logre comprender los mecanismos moleculares que gobiernan la muerte y no sélo del deseo de
hacerle frente. Si se confirmase que la perturbacion de los programas de suicidio celular desempena
un papel esencial en muchas enfermedades, desde los cénceres hasta el SIDA, pasando por las
enfermedades neurodegenerativas, la elaboracién de métodos terapéuticos que pudieran modificar
tales programas serfa uno de los objetivos principales de la medicina del manana.

Si bien hace varias décadas (Clarke and Clarke, 1995) que los patélogos habian descrito diferentes
formas de necrosis celular (la necrosis es la muerte celular pasiva que sigue a una agresion celular
con dafio severo de las membranas), recién desde mediados de la década del ‘60 se conoce que
aparte de la necrosis existia otro tipo de muerte celular. La apoptosis, o muerte celular
programada, es un proceso celular genéticamente controlado por el cual las células inducen su
propia muerte en respuesta a determinados estimulos . De ahi que frecuentemente se describa
el proceso apoptdtico como “suicidio celular” a la hora de definirlo conceptualmente. La
metaforizacién “suicidio celular” es doblemente significativa si consideramos que la muerte
celular programada es un proceso irreversible, al menos durante sus etapas iniciales.
Conceptualmente la apoptosis puede ser considerada opuesta a la muerte celular por necrosis,
en la que las células son sujetos pasivos irremediablemente abocados a morir. En este sentido,
lo distintivo de la apoptosis radica en el control que ejercen las células sobre su propio destino,
cuando “deciden” seguir el camino apoptético.

En varias publicaciones he encontrado que existe la posibilidad de frenar los procesos de
apoptosis mediante el uso de algunas drogas y/o productos quimicos, los cuales impiden a la
célula expresar sus genes y sintetizar sus proteinas correspondientes (Carson and Ribeiro, 1993),
y con esto se prueba que las células participan activamente en su propia destruccién activando
su programa de suicidio como respuesta a una sefal dada. Actualmente se sabe que las armas
de la autodestruccién se encuentran inactivas en gran cantidad de células, estando preparadas
para su uso en cuanto se reciba la sefal adecuada. La decision de vida o muerte depende del
entorno de la célula. Son las sefales de supervivencia, de naturaleza cambiante en distintos
periodos, las que impiden el inicio del suicidio. El destino de todas las células y el de todos los
érganos depende continuamente del tipo de didlogo que mantengan con sus vecinos, Unico
modo de prolongar su existencia.

Al enfocarnos en la apoptosis, lo primero que queda determinado es que la apoptosis modela la
forma del embrién eliminando sus tejidos. Desaparecen asi partes ancestrales, que ya no tiene
ninguna funcién para la especie, como la cola y las branquias del renacuajo, que le son utiles du-
rante el desarrollo y desaparecen cuando sufren la metamorfosis y se transforman en rana. Asimismo
la apoptosis elimina los tejidos que unen los dedos de las patas de aves y mamiferos, que surgen
asi en su individualidad; una atenuacién del proceso origina las patas palmeadas de las aves
acuaticas. La apoptosis participa también en la abertura de los orificios del tubo digestivo, en la
formacién de los rinones, en la remodelacion de huesos y cartilagos y en la diferenciacién sexual.

Se pensé durante mucho tiempo que los programas de suicidio celular inicamente ocurrian
durante el periodo del desarrollo embrionario, resultando inoperantes posteriormente. La idea se
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basaba en datos experimentales (Ameisen, 1994) puesto que los fendmenos de muerte
programadas son dificiles de detectar cuando no se producen a gran escala. Pero las investigaciones
sobre los mecanismos de determinadas enfermedades, como el cancer y el SIDA, han ido
descubriendo poco a poco la importante funcién que los programas de suicidio celular tienen en
la fase adulta. Todas las células de mamifero que se han estudiado hasta ahora se destruyen a si
mismas cuando se les priva de contacto con otras, independientemente de que provengan de un
embrién, de un joven o de un adulto. La supervivencia de todas las células del organismo parece
depender de la recepcién, continua o a intervalos regulares, de sefales al efecto emitidas por otras
células, sefales que impiden el desencadenamiento del programa de suicidio.

Semejante modo de funcionamiento vincula muy estrechamente el destino de cada célula con
el del organismo entero y permite que éste pueda ajustar con rapidez el tamaiio de las
poblaciones celulares segtin sus necesidades (Cohen, 1995). Asi, cuando se produce una infeccién,
aumenta de manera importante el nimero de linfocitos, pero una vez dominada, la situacién
vuelve a la normalidad mediante un suicidio celular en gran escala, al que no escapan méas que
un pequenio porcentaje de linfocitos especificos del agente infeccioso, encargados de garantizar
la memoria inmunolégica.

En condiciones normales la apoptosis constituye un mecanismo fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo; como respuesta frente a la agresién que supone
la entrada de un microorganismo, las células encargadas de la defensa del organismo, las células
del sistema inmune son activadas. Dicha activacién supondré, entre otras cosas, la proliferacién
de aquellas células del sistema inmune capaces de parar de forma especifica dicha agresién.
Como resultado, buena parte de estas células, que en su momento eran necesarias, dejan entonces
de serlo, iniciando muchas de ellas el proceso de muerte celular programada, en este caso
inducido por la ausencia del estimulo agresor. En otras palabras, cuando una infeccién es
controlada, gran parte de las células del sistema inmune que contribuyeron a atajar dicha
infeccién, dejan de ser necesarias, siendo eliminado el excedente celular generado por apoptosis.

Existe una gran cantidad de procesos normales en el adulto (Jacobson et al., 1997) donde es
determinante el suicidio celular:

1. Por ejemplo en la remodelacién periédica del Gtero en mamiferos, que se produce en
ausencia de fecundacién, es consecuencia de episodios regulares de suicidio celular
ligados al descenso drastico de hormonas sexuales que lo impiden durante ventiun dias

2. Otroejemplo es en las células de la piel,que comienzan su vida en las capas mas profundas
y después emigran hacia la superficie, sufriendo apoptosis en el camino. Las células
muertas forman la capa exterior protectora de la piel

3. Yeldltimo ejemplo es en el intestino, en donde las células que componen las proyecciones

digitiformes de la pared intestinal se producen en la base de los “dedos” y, a los pocos
dfas, viajan hacia el extremo, donde mueren y desaparecen
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Apoptosis vs Necrosis

La muerte celular se puede producir de dos maneras diferentes: por necrosis y por apoptosis.
Las células pueden morir accidentalmente, como consecuencia de agresiones fisicas o quimicas
repentinas; se trata de un tipo de destruccién al que se da el nombre de necrosis. La apoptosis
es un proceso activo en respuesta a una variedad de estimulos fisioloégicos y patolégicos, en el
que la célula participa de su destruccion siguiendo pasos prefijados. Todas las células del
organismo estan programadas para destruirse por apoptosis, sea porque hubiesen realizado ya
por completo sus funciones, porque hayan sufrido un dafio en el material genético o en otros
componentes celulares, o porque les falten las sefiales que las mantengan en plena actividad
funcional. Las células normales “evaltian” el nivel de lesién surgida de acuerdo con sus
caracteristicas; si la lesion estd por encima de sus posibilidades de reparacién, provocan su
destruccién por apoptosis.

La necrosis es una muerte por asesinato celular, hecho en pasividad de la célula afectada por
endotoxinas bacterianas, inmunoagresinas parasitarias, dafio traumético-tdxico, isquemia o
hiperactivacién enzimatica focal. Ocurre necrosis en situaciones patoldgicas, cuando la célula
es sometida a una lesién que origina dano severo de las membranas (Cohen, 1993). Cuando una
célula es afectada por este proceso, se hincha hasta que se rompe la membrana y se liberan
enzimas, y la activacién de estas enzimas tales como las hidrolasas, fosforilasas, proteasas, RNAsas
y DNAsas resulta en una degradacién de las membranas, proteinas, ARN y ADN, acelerando asi la
desintegracién nuclear y celular, afectando a su vez a las células circundantes. La lesién de una
membrana plasmatica altera la capacidad de mantener la homeostasis, ingresan a la célula agua
e iones extracelulares, las estructuras citoplasméticas aumentan su volumen y terminan por
romperse, con liberacién en el medio intra y extracelular de enzimas lisosémicas que completan
la lisis de los componentes celulares, originando una respuesta inflamatoria y posterior
cicatrizacion, que deforma el tejido y el 6rgano afectado (Raff, 1992).

La muerte celular programada o apoptosis, en cambio, es completamente diferente, ya que
millones de células mueren en el espacio de unas cuantas horas sin que se produzcan
inflamaciones ni lesiones de los tejidos en los que ocurre. Durante el desarrollo embrionario, por
ejemplo, muere diariamente casi un tercio de los timocitos, que son los precursores inmaduros
de los linfocitos T, sin que el timo se resienta en lo mas minimo de tal desaparicién.La apoptosis
se desencadena ante una gran cantidad de mecanismos, como la perturbacién de moléculas de
membrana (Fas, TNF, etc.), la carencia de factores de crecimiento (endécrinos, pardcrinos y atn
autocrinos) que le permiten comunicarse con otras células y reafirmarse en la importancia del
papel que lleva a cabo, o cuando reciben 6rdenes contradictorias sobre si deben o no dividirse,
o al recibir radiacién ionizante, drogas y diversos agentes quimicos (Duckett and Thompson,
1997).

El suicidio celular es una muerte fisioiégica,que no produce procesos reactivos en su derredor,
y genera sustancias de accién paracrina que orientan o facilitan la regeneracién (en epitelios) o
que inducen reemplazos reproductivos (ej.: leucocitos) y, ademds, no produce la agresiva
desintegracion mitocondrial propia de la necrosis. Apoptosis es un proceso de muerte celular
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activo, controlado genéticamente, que remueve células no necesarias o danadas. Constituye un
procedimiento de autodestruccién celular que ocurre como parte del desarrollo normal y como
respuesta a una variedad de estimulos fisiol6gicos y patolégicos. Origina cambios estructurales
estereotipados que terminan con la fragmentacion celular y la fagocitosis de los restos celulares,
sin ocasionar una respuesta inflamatoria (Duke et al., 1996).

Entre otras acciones, la apoptosis participa en la morfogénesis, en el crecimiento, regresiéon y
respuesta terapéutica de neoplasias primarias y metastasicas, en la regulacion hormonal de las
respuestas celulares y en la medicién de respuestas inmunolégicas. De tal forma, la apoptosis
actua produciendo la eliminacién de células que han sufrido agresiones en su material genético
o mutaciones, llevando a la desaparicion de aquéllas que tengan su cédigo genético modificado,
evitando asf la transmisién de errores. Como a diferencia de la necrosis la apoptosis no genera
respuesta inflamatoria, este tipo de eliminacién celular no ocasiona respuestas tisulares
significativas. Pero la muerte celular por apoptosis no es siempre un proceso normal en el sentido
de ser seguro o beneficioso: depende de qué otros eventos o circunstancias puedan coincidir
con la ocurrencia de apoptosis y participa en la etiopatogenia de numerosas afecciones. También
la disminucién o falta de respuesta apoptética puede desencadenar diversas patologias. La
regulacién fisiolégica de la muerte celular es esencial para la eliminacién de linfocitos
hiperreactivos durante el desarrollo y para le remocién del exceso celular después de completarse
una respuesta inmune. Se ha descrito que la funcién anormal de la apoptosis permite la
supervivencia de linfocitos y es la base de la patogenia de enfermedades autoinmunes.

Las principales diferencias etiolégicas y morfolégicas entre necrosis y apoptosis la podemos
observar en el cuadro 1.

En el proceso apoptdsico se aprecian cambios morfolégicos y bioquimicos caracteristicos
(Kroemer et al., 1995). Es precisamente su caracter rapido y discreto lo que dificulta a veces la
deteccién de la muerte celular programada. Al producirse la apoptosis, la célula que se suicida
se separa de sus vecinas, el ntcleo primero se condensa y luego se fragmenta, a consecuencia
de la desorganizacién de la membrana nuclear interna, se-produce una perturbacién de la funcién
mitocondrial, los cromosomas y el genoma se parten en trozos regulares (degradacién del ADN
internucleosomal en muiltiplos de 180 pares de bases) y se forman vesiculas con restos celulares
denominadas cuerpos apoptdsicos, por la accién de proteasas sobre proteinas citoesqueléticas,
que tienen aspecto de “gotitas” que salen de la célula (de ahi que el aspecto caracteristico de
una célula apoptésica sea en forma de huella de oso), que son absorbidas rapidamente por las
células vecinas (Rowe, 1994). -

Desde el punto de vista morfolégico (el mas conocido) se observan cambios en serie y que siguen
un patrén de comportamiento comun;

1. El ADN del nticleo se condensa y divide en fragmentos que se unen a la membrana celular
2. Disminuye el volumen citoplasmético
3. El reticulo endoplasmatico se dilata mientras los otros organelos permanecen intactos

4. Se originan protuberancias en la superficie celular




5. Lacélula se fragmenta en multiples vesiculas rodeadas de membrana celular, conteniendo
componentes citoplasmaéticos y nucleares (cuerpos apoptéticos)

6. La membrana que rodea los restos celulares se mantiene intacta

7. Como no se vacia el contenido celular al espacio intersticial no se produce reaccién
inflamatoria

8. Los cuerpos apoptdsicos son rdpidamente reconocidos como anormales y fagocitados
por macréfagos tisulares y por células parenquimatosas vecinas

9. El proceso es muy répido y los cuerpos apoptéticos desaparecen en pocas horas:de2a 5
minutos se produce la condensacién de la cromatina y la fragmentacion, y la fagocitosis se
completa en alrededor de 3 horas

La muerte celular programada es un mecanismo activo mediante el cual se salva la energia
producida por la eliminacién celular (bioenergia); las células danadas subletales o no deseadas,
son eliminadas y su preciado valor calérico es reutilizado por los macréfagos y/o por células
vecinas, quienes han fagocitado los cuerpos apoptoésicos.

La superficie celular, a pesar de adquirir un aspecto vesiculado, no se rompe, de modo que no se
dispersan los productos toxicos, no afectando a las células circundantes, que junto con los
macréfagos pueden identificar a la célula moribunda e ingerirla gracias a la expresion de ciertas
moléculas de su membrana, tanto los macréfagos como las células vecinas reconocerian a la
célula apoptética por la aparicién de cambios en la superficie externa de la bicapa lipidicaen la
membrana (entre ellos, alteraciones en la asimetria de la membrana y exposiciéon de
fosfatidilserina) y por modificaciones en los carbohidratos y las proteinas de la superficie celular
(éstos serian reconocidos por moléculas de la superficie externa de los macréfagos).

Los cambios bioquimicos son mds precoces y no completamente conocidos. El primer cambio
que se ha detectado hasta ahora es una modificacidn en el potencial transmembrana
mitocondrial (delta psi m) que origina la liberacién del citocromo C. La presencia de citocromo
en el citosol activa a una familia de proteasas denominadas caspasas ( /CE: enzima convertidora-
1betade interleucina).Estas enzimas actuarian como ejecutores iniciales de la apoptosis: su accion
produce un corte de substratos celulares criticos, precipitando asi los cambios morfolégicos
originados por el programa predisefiado de muerte (Cohen, 1996). También se activaria una
endonucleasa nuclear endégena (Calcio y Magnesio dependiente) que cortaria en forma
selectiva al ADN en sitios localizados entre unidades nucleosémicas, generando fragmentos de
ADN mono y oligonucleosémicos (los nucleosomas son complejos de ADN e histonas, que
constituyen las unidades empaquetadoras del ADN y estan compuestos de una doble hélice de
ADN enrollada en torno a 4 moléculas de histonas).



El estudio de la muerte celular utilizando modelos celulares y
_ de desarrollo

La muerte celular, tanto en el desarrollo normal como en la proliferacién o en la diferenciacién,
ha sido reconocida por la embriologia durante décadas, pero recientemente gracias a la llegada
al campo de la Biologia Celular y Molecular ha sido posible examinar la sefalizacién de las
moléculas tanto en la célula como en la respuesta molecular a las sefiales de muerte. Cuando se
presenta la muerte celular en el embridn, es importante para la salud del mismo que las células
mueran de una forma controlada de modo tal que no produzcan efectos adversos como el
resultado de la muerte. Esta muerte controlada ha sido referida con varios términos, tales como
“muerte celular programada” (tanto tipo | como tipo Il),“apoptosis’ y “muerte celular activa’ La
muerte celular programada (MCP) es cominmente utilizada para describir cuando ocurre muerte
celular en embriones en desarrollo y en metamorfosis en insectos. Esta es caracterizada por una
secuencia predecible de pasos en células blanco que son activadas por estimulos hormonales o
de desarrollo.El término MCP implica el control genético y la expresion diferencial de genesy ya
sea uno u otro puede regular la activacion y la progresién de la muerte celular o puede ser
regulada por estos eventos.La morfologia de la MCP puede ser descrita como tipo | -apoptésica-
o como tipo Il -lisosomal. Ambos tipos representan a la muerte celular controlada y no provocan
ningun dano en las células vecinas.La MCP ha sido comparada con el término apoptosis o muerte
celular tipo |, ya que abarca ambas morfologias (Zakeri 1995).

Muerte Celular Tipo I. La cldsica apoptosis tipo | es una designacién morfoldgica caracterizada
por una rapida condensacién del citoplasma y de la cromatina nuclear, resultando en la
fragmentacién del ADN lo que provoca que se presenten burbujas en la superficie celular. En
algunos sistemas donde las células estadn en contacto, aparecen condensadas. La secuencia es
seguida de la fragmentacién de las células, fagocigtosis, y una degradacién lisosomal secundaria
de fragmentos por células fagociticas tales como macréfagos circulantes o células vecinas;
mientras ocurre la fragmentacion de las células apoptédsicas se conserva la integridad de la mem-
brana. La apoptosis es definida bioquimicamente como dependiente de la energia liberada por
la doble ruptura de la cadena de ADN en las regiones de unién entre los nucleosomas (Trump
BF and Berezesky IK, 1995)

Muerte Celular Tipo Il. La muerte celular lisosomal o tipo Il es reconocida por la formacién
primaria de lisosomas y posteriormente por la condensacion y fragmentacion del nicleo y del
citoplasma; en este caso como en la muerte celular tipo | la membrana permanece intacta. La
primera sefal morfoldgica de este tipo de muerte puede ser una expansién del sistema lisosomal,
mientras que el niicleo parmanece imperturbado (Zakeri, 1995). Las vacuolas autofagicas pueden
selectivamente remover los organelos celulares especificos tanto en tejidos en metamorfosis
como en tejidos de insectos. La pérdida de la masa celular y la eventual fragmentacién del
citoplasma nos pueden ilustrar este caso, por ejemplo en el caso de los musculos de los insectos
donde los cambios nucleares son minimos hasta que el mdsculo se despolariza y se transforma
en flacido o en no contractil; otro ejemplo podria ser en la involucién de la cola del renacuajo la
cudl se pierde por la fragmentacion de los musculos de la cola. Eventualmente el nicleo se
condensay se presenta la fragmentacién pero esto no ocurre hasta que el volumen del citoplasma
es disminuido.
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En contraste con esta muerte celular fisiol6gica, la muerte celular por necrosis aparece cuando
se produce un dano en la membrana celular iniciando con la pérdida de la integridad de la mem-
brana y la célula queda fuera de control. La muerte celular por necrosis ha sido caracterizada
por la desintegracién de la célula, sin activar al sistema lisosomal y sin activar a las células vecinas,
por lo que los fragmentos no son detectados (Zakeri, 1995). En la necrosis después de la
desintegracién de la membrana celular, la degradacién de cromatina ocurre via nucleasas que
son enzimas similares al sistema lisosomal o a otras proteasas.

Presumiblemente la muerte celular por necrosis no es auto-regulada y no es sometida a un con-
trol genético, sino que se presenta por situaciones que provocan una exposicion de las células a
condiciones extremas de tempratura, pH, o concentraciones elevadas de agentes varios.

La muerte celular es lo que constituye la mayor parte del desarrollo en casi todos los 6rganos de
los seres vivos, tanto en vertebrados como en invertebrados. La conservacién evolucionario de
este proceso sugiere que es tan importante la difenciacién celular como la divisién celular. La
muerte celular durante el desarrollo es siempre aparentemente programada, en una serie de
eventos que tienen lugar una vez que las sefales de muerte se han iniciado.Una parte importante
del programa de desarrollo es que la muerte celular ocurre durante la fase embrionaria de
desarrollo y la interrupcién de dicha muerte celular resulta en anormalidades. Es importante
contar con mecanismos de deteccién que identifiquen la presencia de apoptosis, especialmente
al observar que se presentan diversas formas de muerte celular fisiolégica. La presencia de
mutaciones nos demuestra que las células tienen diferentes susceptibilidades a morir.
Especialmente en la muerte celular del tipo Il ocurren gran cantidad de cambios bioquimicos que
preceden el colapso apoptético, incluyendo la regulacién de genes quienes juegan un papel cru-
cial en la muerte celular. Finalmente, al extrapolar los mecanismos observados in vivo a los estudios
in vitro, los estimulos y la cinética de las reacciones puede ser totalmente diferente a la realidad.

Propuesta genética de la Muerte Celular Programada en

El ser humano adulto esta formado por unos cien billones de células. Cada dia, diez mil millones
de estas células (una de cada diez mil) mueren y otras tantas nacen para reemplazarlas y mantener
asi la estructura y funcionamiento adecuado de los 6rganos y tejidos del organismo. Parece
paraddjico a primera vista que tan elevado nimero de muertes haya pasado inadvertido para la
inmensa mayoria de los cientificos hasta hace aproximadamente una década. La razén principal
es que estas células se suicidan de forma discreta y sus caddveres son rapidamente eliminados
sin que queden rastros de la aparente masacre. La Academia Sueca ha querido premiar durante
el aflo 2002 los estudios béasicos, comenzados en el dltimo cuarto del siglo XX, que permitieron
descubrir la existencia en todas las células de los animales superiores, incluido el hombre, de un
programa genético de muerte.

En el siglo XIX la muerte celular es reconocida como un programa integral que forma parte del
desarrollo del organismo y que integra la base de la morfologia de los seres vivos. En los 80's
(Ellis and Horvitz, 1986), inician con la descripcién de moléculas y mecanismos de la morfologia
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de la apoptosis al presentar sus trabajos sobre el nematodo Caenorhabditis elegans y desde
entonces el conocimiento acerca del programa apoptético se ha incrementado rédpidamente y
sigue incrementandose dia a dia; gracias a esto se han definido los mecanismos del procesoy a
los jugadores clave; y dependiendo del tipo de célula en cuestién y del medio ambiente donde
se encuentren se realiza un control sobre este programa por parte de los organismos,
posteriormente emergen la cascada proteolitica (Vaux, D.L.et al., 1994) dirigida por las caspasas,
luego el colapso en la mitocondria lo que marca “el punto del no retorno”y la superficie celular
expone entonces la fosfatidilserina mientras que en el nicleo ocurre la fragmentacién del ADN
(Wyllie, A., 1998) aunque puede presentarse muerte celular sin que el nucleo se dafie y a esto se
le llamaria epifenémeno en el cual podria existir una incorrecta interpretacion en la muerte celular
(Henkart, P,, 1995).

En aquellos afios nadie hubiera podido predecir que la respuesta a la pregunta ;Por qué y cémo
se mueren las células? la proporcionara un nematodo transparente de 1 mm de largo llamado
Caenorhabditis elegans. La afortunada idea de utilizar a este neméatodo como modelo de
experimentacion se debe a Sidney Brenner, el més veterano de los galardonados y el Unico
pionero de la biologia molecular que, inexplicablemente, aiin no habia recibido el Nobel. John
Sulston y Robert Horvitz, los otros premiados, fueron pioneros en utilizar este nematodo para
estudiar cémo a partir del 6vulo fecundado se va construyendo un nematodo completo mediante
sucesivas divisiones celulares y la posterior diferenciacién de las correspondientes células que
formaran el sistema nervioso, el tubo digestivo, los musculos, etc.; esta investigacion era factible
porque el neméatodo adulto tiene tan sélo 959 células exactamente. Sin embargo, Sulston y
Horvitz encontraron un hecho paradéjico: durante las divisiones celulares necesarias para
construir un neméatodo adulto se producian siempre 1090 células (Wu, D. et al., 1997).

{Qué pasaba pues con las 131 células que se producian en exceso de forma reiterada? Para
contestar a esta cuestién, Sulston y Horvitz inicialmente y més tarde el grupo fundado por Horvitz,
comenzaron a analizar el desarrollo de nematodos mutantes en los que el nimero de células
que morian era superior o inferior al nimero de muertes en nematodos normales. A partir de
1986, el grupo de Horvitz inicié un estudio sistematico de todos los genes que aparecian alterados
en estos mutantes (los llamé genes ced, por C. elegans death o genes de muerte de C. elegans).La
busqueda fue recompensada con la identificacion de los genes Ced-3 y Ced-4, que activaban el
proceso de muerte celular y el gen Ced-9,que lo inhibia (Miura, M.and Yuan, J., 1996),y se encontré
que para los mamiferos, la familia de las proteasas ICE humanas quienes cuenta por lo menos
con seis miembros detectados son quienes activaban o inhibian el proceso de muerte celular:
( Caspasa 9 = ICE, Caspasa 3 = CPP32, Caspasa 2 = ICH1, Caspasa 4 = ICH2, Caspasa 6 = MCH2 y
Caspasa 5 = ICErel lll ), que parece pueden actuar individualmente, conjuntamente o
sucesivamente, activarse e inhibirse (Chinnaiyan et al., 1996).No todas las células del organismo
contarfan con una dotacién completa de caspasas ( cistein proteasas) y su participacioén en el
suicidio de las células dependerfa del tipo de poblacién celular del que se trate.Todavia se ignoran
sobre las proteasas gran cantidad de cosas: como por ejemplo qué proteinas segmentan, o si la
destruccion de dichas proteinas forma parte directa del suicidio, o si las proteasas ICE son los
instrumentos Gltimos de ejecucién o ponen en marcha algtin otro tipo desconocido de
magquinaria letal, o si desempefian alguna otra funcién en la célula.

En las células que han de sobrevivir,el gen Ced-9 (que es homélogo a la familia del gen Bcl-2) se
une al gen Ced-4 y lo mantiene en una conformacion inactiva,impidiendo por tanto la activacién



de el pro gen Ced-3 mediado por el gen Ced-4 para que pueda convertirse en Ced-3. La capacidad
de CED-9, CED-4 y CED-3 de formar un complejo multiproteinico ha conducido al modelo del
“apoptosoma” en la regulacién de la muerte celular en el nematodo Caenorhabditis elegans.
Estudios genéticos han sugerido que Ced-9 controla la muerte celular programada al regular a
Ced-3 y Ced-4 (Chinnaiyan et al., 1997), el mecanismo por el cual Ced-9 controla la actividad de
Ced-4 y Ced-3 es pobremente entendido. Ced-4 aumenta la habilidad de Ced-3 de inducir
apoptosis en células de mamiferos, y esta apoptosis inducida es inhibida por Ced-9 (Golstein, P.
1997). La actividad proapoptética de Ced-4 requiere de la expresion de la proteasa funcional
Ced-3 (Yuan, J.Y.and Horvitz, H.R. 1990). En forma significativa, cuando ocurre alguna mutacién
de Ced-4 y se pierde la funcién que tenia Ced-4, se deteriora la habilidad promotora de mediar
la apoptosis por parte de Ced-3.La expresiéon de Ced-4 incrementa la activacién proteolitica de
Ced-3 mientras que Ced-9 inhibe la formacién de p13 y p15 (dos productos de enlace de Ced-3
asociados con la activacion proteolitica in vivo). Ced-9 inhibe la actividad enzimética de Ced-3
promovida por Ced-4. Asi estos resultados muestran evidencia de que Ced-4 y Ced-9 regulan la
actividad de Ced-3 y sus interacciones, las cuales pueden proveernos de las bases moleculares
para el control de la muerte celular programada en el nematodo Caenorhabditis elegans.

La decision de que una célula viviera o muriera estaba en manos de estos tres genes. Si una
célula expresaba los tres genes sobrevivia, pero si no expresaba Ced-9 que es el gen inhibidor
de la muerte, la célula se suicidaba, o como se suele decir en términos cientificos entraba en
apoptosis. Pero, jpor qué no aparecian nunca los cadaveres de las células muertas? Pues
porque las células vecinas se comian rapidamente el cadaver, proceso que también estd
controlado genéticamente. Esta explicacion la proporcioné Sulston al caracterizar otros mutantes
ced en los que las células se morian pero los cadédveres se acumulaban.

Con toda la importancia fundamental que la apoptosis tiene para el desarrollo del nemétodo,
este hallazgo probablemente no hubiera merecido un Nobel si la apoptosis hubiera sido
importante s6lo en los animales mas sencillos.Sin embargo, en la primera mitad de la década de
los noventa se descubrié que todos los mamiferos, incluido el hombre, poseen genes equivalentes
a los que controlan la muerte de las células del nematodo, por lo que la apoptosis parece serun
proceso biolégico basico y universal. Por ejemplo, el homélogo del gen antiapoptético Ced-9 se
llama en el hombre Bcl-2 y es un oncogén, es decir, un gen implicado en el desarrollo del cancer.
Sabemos también ahora que en muchas enfermedades subyace un problema de mal
funcionamiento de la apoptosis, o bien por defecto (céancer, enfermedades autoinmunes), o bien
por exceso (enfermedades neurodegenerativas, inmunodeficiencias, SIDA). Por ello me alegra
de sobremanera del reconocimiento cientifico, a través de la concesién del premio Nobel a Rob-
ert Horvitz y sus colegas, de la enorme importancia que tiene la apoptosis para el desarrolloy la
buena salud de los animales superiores.

Se ha descrito el parecido en la forma en que se activan al menos algunas de las caspasas de los
mamiferos a como lo hacen Ced-3,Ced-4 y Ced-9 en el nemétodo Caenorhabditis elegans (Wang
etal., 1994). La naturaleza molecular de dos de estos factores activadores de proteasas apoptética
o Apafs (apoptotic protease activating factors), encaja perfectamente dentro de esta idea: Apaf-3
ha resultado ser la caspasa-9, que tiene una estructura semejante a Ced-3 (estudios genéticos
realizados en forma sistematica con Caenorhabditis elegans nos muestran evidencia directa en-
tre los genes del nematodo con las proteasas de los mamiferos). La caspasa 9 o ICE (enzima
convertidora de interleucina-1B (IL-1B) una cistein proteasa responsable de convertir a la pro-
IL-1B en una citocina activa) es identificada como el primer homélogo mamifero con Ced-3 (Yuan



etal., 1993) y Apaf-1 es el homélogo en mamiferos de la Ced-4 del nematodo.Como cabia esperar
de las semejanzas que sus secuencias tienen con la de sus homoélogos vermiformes, Apaf-1 se
une a Apaf-3 (caspasa-9) y promueve su activacion proteolitica. Pero en este caso, a diferencia
de lo que ocurre con Ced-4, Apaf-1 necesita un cofactor para unirse a la caspasa-9 y proceder a
su activacién. Este cofactor, el Apaf-2 ha resultado ser el citocromo C (Medema JP, 1999). El
citocromo C juega un‘doble papel, primero como el Apaf-2 y segundo cuando la célula se suicida,
ya que el citocromo C pasa de la mitocondria al citosol,y aqui ayuda a activar a las proteasas que
provocan la muerte (llamadas caspasas); como es que el citocromo ¢ escapa de la mitocondria al
citoplasma no es atin definido con exactitud y es tema de debate, pero es claro que sin su
presencia la célula cambia automaticamente su comportamiento ante el suicido (Hengartner,
1998). La expresioén de determinados genes (ces-1y egl-1, reaper y hid) suspenden la apoptosis
en Caenorhabditis elegans y en Drosophila melanogaster (White et al., 1994), No sabemos aun
como se da este proceso en las células de los mamiferos. En cambio se conocen varias situaciones
que aumentan la probabilidad de suicidio celular. Cuando la célula pasa a recibir menos senales
de supervivencia, disminuye la expresion de los genes inhibidores del suicidio, como el Bcl-2
cuyo homélogo en el nemétodo seria Ced-9 (Whyte M. and Evan, G. 1995). Los reguladores
negativos del proceso son entonces Ced-9 para las células del Caenorhabditis elegans y Bcl-2 en
la apoptosis de los mamiferos .

Cuadro 1. Las principales diferencias etiolégicas y morfolégicas entre necrosis y apoptosis

NECROSIS . o APOPTOSIS . ¥
Situaciones Patolégicas Situaciones Patolégicas y Fisiol6gicas
Eventos Eventos en Eventos en Eventos Eventos en Eventos en
Nucleares Membrana Celular | Citoplasma Nucleares Membrana Celular Citoplasma
Vacuolizacién | La membrana celular Desintegracién ADN nuclear Retraccion de la Reduccién del
es el blanco principal general es el blanco membrana celular volumen del
inicial en la etapa inicial citoplasma
Migracion de
la cromatina
Seguida de Pierde integridad y Dilataci6n de los Condensacion Se forman burbujas Los organelos
desintegracion | provoca edema organelos de la cromatina permanecen
celular en la etapa intactos
inicial
Rompimiento de Condensacion Se fragmentan
los organelos nuclear componentes
en vesiculas
rodeadas de
membranas
Picnosis
A . Los cuerpos apoptoéticos son reconocidos como anormales
Se prod
produce reaccién inflamatoria y son fagocitados por los macréfagos y por las células
parenquimatosas vecinas
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E Apoptosis: "Bases Moleculares de la Muerte Celular”
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Capitulo 6 D¢

o . . s
Bioguimica y sefalizacion
(caspasas y endonucleasas)

Mucho del conocimiento del control genético en la MCP se ha obtenido del estudio del
Caenorhabditis elegans. Durante su desarrollo hermafrodita, 131 de sus células son eliminadas
selectivamente por MCP. Dos genes son escenciales en la ejecucién de la muerte celular (Ced-3
y Ced-4), por lo que la pérdida de la funcién o la mutacidn de cualquiera de estos dos genes
altera su programa de desarrollo por la supresion de la MCP. Ced-4 codifica una proteina de 549
aminoacidos la cudl se une y activa a Ced-3 (Chinnaiyan et al., 1997; Irmler M et al., 1997).
Recientemente un homdélogo en mamiferos de Ced-4, Apaf-1 ha sido identificado (Zou H, 1997).
En contraste, Ced-3 codifica una proteina de 503 aminodcidos rica en serina en su regién media
(Yuan et al., 1993).

Un importante indicio de la funcién de Ced-3 viene de la observacion de una proteina homoéloga
que codifica en mamiferos y que es la enzima 1Bconvertidora de interleucina (ICE), una cistein
proteasa que rompe la pro-1B8-interleucina (pro-IL-18) entre los residuos Asp116 y Ala 117
generando una citocina madura (Cerretti et al., 1992; Thornberry et al., 1992; Yuan et al., 1993).
Por lo que ICE humana y Ced-3 son idénticas en un 29% y estas similitudes implican a la cistein
proteasa en la ejecucién de la MCP en organismos diversos (desde nemétodos hasta humanos)
y esto sugiere que el aparato de la muerte celular ha sido notablemente conservado a lo largo
de la evolucién (Steller H, 1995). El rapido crecimiento de la familia de las proteasas les ha dado
el nombre de“caspasas” (cistein proteasas con substratos especificos de acido aspdrtico) (Alnemri
etal., 1996).

A lo largo de este capitulo me enfocaré (1) en los cambios morfolégicos y bioquimicos
caracteristicos de la oncosis y de la necrosis y (2) en homologar la terminologia que utilizaré a lo
largo de esta revision; para posteriormente revisar (1) las caracteristicas estructurales y
enzimaticas de las proteasas en los mamiferos, (2) la evidencia de que las caspasas juegan un
papel critico en la apoptosis de los mamiferos, (3) las implicaciones clinicas relacionadas con las
enfermedades mas importantes de hoy en dia en humanos y (4) la actividad de las endonucleasas
en la apoptosis.

Cambios pre-letales en las células

Oncosis. El término oncosis se deriva de la palabra griega oncos que significa hinchado, y se
refiere a que las células se hinchan como respuesta inmediata ante la presencia de alguna lesion.
La oncosis comunmente se presénta posterior a lesiones provocadas por toxinas e isquemia
(tanto in vivo como in vitro) porque muchas de estas lesiones interfieren con la sintesis de ATP y
asi destruyen el control del medio ambiente interior de la célula al destruir el control de la mem-
brana celular. Al faltar ATP y/o al perder su integridad la membrana celular el equilibrio iénico
de la célula se pierde.
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Apoptosis. El término apoptosis se refiere a un tipo de cambio pre-letal que involucra la
contraccion y la fragmentacién celular (Kerr et al., 1972). In vivo se desprenden fragmentos que
son fagocitados por células adyacentes parenquimatosas antes de que la muerte provoque la
liberacién de fragmentos celulares al espacio extra celular.Y estos fragmentos, en contraste con
las células que experimentan oncosis , experimentan cambios necrésicos sin la presencia del
sistema fagolisosomal o las células encargadas de la fagocitosis.

Necrosis. El término necrosis se refiere a los cambios que ocurren después de la muerte de la
célula.

Concepto de Muerte Celular Programada (MCP). El concepto de muerte celular“programada”
es usado como un principio predecible de que la célula morira durante la remodelacién de tejidos
durante el desarrollo o en la metamorfosis. Inicialmente se relaciona con cambios en niveles de
hormonas y con el retiro del factor de crecimiento, sin embargo no se refiere a todos-los tipos de
cambios pre-letales o post-letales (necrésicos). Desafortunadamente, en toda la literatura
disponible la MCP equivale a apoptosis, sin embargo no siempre, el tipo de cambio pre-letal es
observado durante la muerte celular embriolégica. Cuando se presenta apoptosis, inicialmente
se requiere de la sintesis de nuevas proteinas; tanto apoptosis como oncosis pueden ser inducidas
por lesiones externas incluyendo toxinas del medio ambiente o agentes terapéuticos, y varios
estudios han establecido claramente que las células estan programadas para morir; pero esto
también significa que las células poseen mecanismos enzimaticos de sefalacién que disparan
el programa de muerte celular ante lesiones especificas y este proceso puede o no requerir de
sintesis de nuevas proteinas, y en el caso de las principales enfermedades en humanos, lo més
comtun es que no lo requieran.

Diferencias entre Oncosis y Apoptosis. Las diferencias involucran de un modo u otro, una lesion
primaria o secundaria que interfiera con la sintesis de ATP y/o con la regulacién del sodio celular.
En el caso de oncosis es tipico que no se origine ATP y que se incremente el sodio celular por lo
que la célula se hincha, perdiéndose el control de la membrana celular. Por otro lado en el caso
de apoptosis la célula se contrae. ;Por qué pasa esto? ;Por qué ambos modelos presentan
diferentes caracteristicas en la fase pre-letal? ;Por qué ambos modelos son similares después de
la muerte celular (durante la fase necrética)? Adicionalmente, jqué genes son activados por la
muerte celular en ambos modelos? y jcudl es su sefialacion respectiva? Lo que podemos definir
por el momento es que (1) el metabolismo juega un papel critico ya que regula el estado
energético de la célula y (2) que el intercambio i6nico de la célula juega un papel critico y que
este punto depende de la integridad de la membrana celular.

Los 7 estadios de la Oncosis. Hace algunos afos, se empez6 a investigar la caracterizacién de
los cambios morfolégicos observados, tanto los reversibles como los irreversibles sub-siguientes
a la lesién pre-letal y/o letal en una gran variedad de sistemas celulares, y basandome en esas
observaciones clasificaré los cambios en - estadios- de lesidn celular, correlacionandolos con su
estructura y funcién tratando de comparar las diferentes lesiones que se pueden presentar. Los
principales estadios de la oncosis que provocan cambios en los organelos los podremos observar
en el cuadro 2.




Terminologia y Conceptos. Mecanismos de oncosis que
inician con la muerte celular

Regulacién del volumen celular alterado. Es caracteristico de la oncosis que la célula pierda
rdpidamente su volumen celular. El incremento en las concentraciones de sodio, cloro y agua
dentro de la célula acompanado del decremento de potasio inician con un hinchamiento de la
célula y éste no es uniforme, por lo que algunos compartimientos como el reticulo endoplédsmico
y el aparato de Golgi experimentan una temprana dilatacién en el citosol, mientras que en otros
organelos se observa una contraccién como en el caso del compartimiento interno de la
mitocondria. En paralelo con estos cambios, sobreviene un incremento en la concentraciéon de
calcio -tanto en el espacio extracelular como en los compartimientos intracelulares del reticulo
endoplésmico y de la mitocondria- y este incremento resulta tanto de la disminucién de las
concentraciones de ATP como de la disminucién del intercambio idnico de sodio y potasio, lo
que resulta en un incremento de las concentraciones intracelulares de sodio. Durante la fase de
hinchamiento celular apriori al “punto del no retorno’, estas concentraciones alteradas de calcio
afectan la organizacion de la actina y de otros elementos del citoesqueleto, por lo que se forman
burbujas citoplasmaticas, las cuales se observan en el microscopio electrénico extendiendo y
retrayendo continuamente la superficie celular (Negulyaev et al., 1996).

Regulacidn del calcio alterado. Un desequilibrio en las concentraciones de calcio intracelular
aparece como un proceso critico en los eventos que se derivan de una lesiéon que provoca muerte
celulary esto se demuestra cuando se tratan células con ionéferos de calcio, pudiéndose replicar
todos los estados de la oncosis desde la lesion hasta la muerte (Smith et al., 1992). Dependiendo
de la naturaleza de la lesién inicial, el incremento en la concentracién de calcio puede resultar
tanto en el interior de la célula como en el espacio extracelular o en ambos, y esto provoca un
dafno en la integridad de la membrana celular al activarse algunos componentes del
complemento (C5b-9). En la oncosis cuando hay ausencia de ATP y se dana la integridad de la
membrana celular, el proceso no puede llevar el paso del incremento del volumen celular y por
otro lado, cuando el ATP se encuentra presente en la apoptosis, el calcio intracelular estimula
una contraccién celular extrema (Zakeri et al., 1993)

Metabolismo de la energia alterada.La reduccién de las concentraciones de ATP y la inhibicién
de la sintesis del ATP son condiciones tipicas que inician con la oncosis. El mantenimiento de las
concentraciones del ATP es una caracteristica que distingue a la oncosis de la apoptosis, y se ve
reflejado con la pérdida del control del volumen y la consiguiente hinchazén de la célula. Una
disminucién de la concentracién de ATP puede resultar de una inhibicién primaria de la
respiracion mitocondrial o fosforilacién oxidativa provocada por isquemia, anoxia o inhibidores
respiratorios como son cianuro, monéxido de carbono y bloqueadores de la fosforilacién
oxidativa como el 2,4-dinitrofenol. La inhibicién de la sintesis de ATP puede resultar secundaria
de la accién de toxinas y agentes que modifican la permeabilidad de la membrana celular, asi
como la activacién del complemento o la insersiéon de poros como en el caso de las porinas
bacterianas que actiian en la membrana celular y que en conjunto con los ionéferos de calcio
provocan un rapido incremento en las concentraciones de calcio y por tanto un bloqueo a nivel
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mitocondrial. La mitocondria provee uno de los marcadores mas confiables de que las células
han pasado por el “punto del no retorno”y este es llamado “densidad floculenta”y se observa
con el microscopio electrénico en el interior del compartimiento de la matriz; esta densidad
floculenta representa una aparente pérdida de la funcién de la membrana mitocondrial ya que
se desnaturalizan las proteinas de la matriz mitocondrial y de la membrana mitocondrial.

Desnaturalizacion de proteinas.La desnaturalizacion de proteinas inicia durante el proceso
de oncosis y es detectado rapidamente por la microscopia electrénica antes de presentarse el
“punto del no retorno’La mayoria de las proteinas que son degradadas en el citosol son liberadas
a grandes complejos denominados proteosomas y éstos, pueden estar relacionados con la
remodelacion de la célula durante la fase pre-letal. En algunos tipos de lesién, los proteosomas
son removidos del ntcleo y son acumulados en vesiculas en la periferia de la célula (este
fendmeno ha sido relacionado con la apoptosis y podria también jugar un papel preponderante
en el proceso de la oncosis).

Activacion de enzimas hidroliticas. La activacion de las enzimas hidroliticas ha sido asociado
durante décadas con la necrosis, y es obvio que involucra la conversién de células muertas en
desechos necrésicos. Aqui hablaré de la hipétesis de la bolsa, la cual involucra a los lisosomas,
quienes liberan a las hidrolasas a priori a la muerte celular y éstas son las responsables de que
las células mueran (esta hipétesis no tiene el suficiente soporte). El papel de las hidrolasas du-
rante la fase pre-letal y su papel en la fase ejecutora han estimulado un gran niimero de estudios
en este proceso de muerte (Chinnaiyan & Dixit, 1996).

Cistein proteasas y familia ICE. Estas proteasas son llamadas “caspasas”y deben su nombre al
répido crecimiento que ha tenido la familia de las proteasas (cistein proteasas con substratos
especificos de acido aspartico) (Alnemri et al., 1996). Mas adelante me enfocaré en (1) las
caracteristicas estructurales y enzimaticas de las proteasas en los mamiferos, (2) la evidencia de
que las caspasas juegan un papel critico en la apoptosis de los mamiferos, y (3) las implicaciones
clinicas relacionadas con las enfermedades mas importantes de hoy en dia en humanos.

Calpainas. Las calpainas son proteasas activadas por calcio y juegan un papel importante en
una variedad de funciones celulares, incluyendo reacciones células a lesiones letales. La
importancia relativa de las calpainas versus la familia de las proteasas (ICE) se encuentra bajo
rigurosos estudios en varios laboratorios (Cohen & Duke, 1984; Trump & Berezesky 1995).

Proteasas lisosomales. Posterior a la lesion, se presenta una protedlisis considerable debida a
una autofagocitosis, la cudl se lleva a cabo en los compartimentos lisosomales. Los lisosomas se
vuelven més fragiles durante la oncosis, y existe aqui la posibilidad de que escapen al citosol, y
debido al bajo pH que se presenta en esta fase, tengan acceso a todas las membranas
intracelulares y a otros substratos.

Nucleasas. Se trata de enzimas hidroliticas que se encuentran en los lisosomas. DNAsas y RNAsas
sonimportantes en determinados eventos tanto de la oncosis como de la apoptosis.En la oncosis,
la condensacién de cromatina inicia relativamente tarde y cuando llega al “punto del no re-
torno” la cromatina se fragmenta y se observa lisis antes que se observe el patrén visto en la
apoptosis. La hidrolisis de ARN debe de llevarse a cabo aproximadamente al mismo tiempo,
por lo que las hidrolasas lisosomales y las nucleasas pueden ser muy importantes en la fase
que sigue al dano irreversible. Recientemente se ha estudiado el papel de las endonucleasas




en lesiones como hipoxia, la cudl es asociada normalmente con la induccién de oncosis (Ueda
etal, 1995).

Fosfolipasas. Se trata de enzimas hidroliticas que se encuentran en los lisosomas. La activacién
de las fosfolipasas es critica en el desarrollo de oncosis y de necrosis. De tal forma que la lipasa C
es importante en la sefializacion temprana de respuestas. Inmediatamente después de que se
presenta la lesion, la fosfolipasa C activa la liberacion de calcio del reticulo endopldsmico mientras
que la fosfolipasa A2 se encarga de determinar si la degradacién de las membranas intracelulares
serd reversible o irreversible.

Caminos de sefalizacion.Un gran nimero de genes que incluyen entre otros a: c-fos, c-jun,y c-
myc, son rapidamente inducidos en las fases tempranas de la oncosis, una vez que se han
presentado lesiones letales como estrés oxidativo y cloruro de mercurio (Maki et al., 1992) y el
papel exacto que juegan estos genes en este proceso aun no es entendido con claridad.

Activacion del gen p53. Cuando el ADN de una célula es dainado por alguna lesién inducida
por una gran variedad de agentes o por hipoxia, el gen p53 quien es un potente efector de
muerte celular se activa, actuando por mecanismos no del todo conocidos e induciendo muerte
celular (Hollstein M et al., 1991; Bishop J, 1987; Matlashewsky G, et al., 1984)). La sobreexpresién
del gen p53 cominmente resulta en apoptosis, mientras que la relacién que guarda con la oncosis
aun no esta clara del todo. El gen p53 fosforilado actiia como un transactivador de otros genes
como son Bax, Gadd45,Waf, p21y otros; p53 puede interactuar directamente entre las proteinas
por caminos de sefalizaciéon ain desconocidos. Las mutaciones en p53 resultan en la
modificacién de los caminos de sefalacién de este efector de la muerte celular,y asi, la mutacion
mas frecuente observada en cancer humano se relaciona con la progresién de cancer debido a
la eliminacion de la la respuesta de la muerte celular programada.

Algunos estudios indican que el gen Bax es la respuesta primaria a la presencia del gen p53; Bax
es parte de la familia Bcl-2 y este gen puede actuar ya sea como efector o también como supresor
de la muerte celular. Segun el trabajo realizado por Knudson donde expone a ratones de
experimentacion al contacto con Bax, exhibe aberraciones importantes en la muerte celular,
involucrando tanto a linfocitos B como a timocitos, provocando una hiperplasia (Knudson et al.,
1995). El mecanismo por el cual Bax participa en la mediacién de la muerte celular no es del
todo conocido y no se sabe cémo se relaciona con la oncosis ni tampoco cémo se opone a la
apoptosis. De hecho, ya que el mecanismo de accién de Bax es opuesto al de Bcl-2,y ya que Bcl-
2 protege de la oncosis y de la apoptosis, se piensa que p53 induce a Bax en ambos modos de
muerte celular.

Se sabe que la hipoxia induce tanto oncosis como apoptosis, sin embargo la hipoxia también
tiene relaciéon con el p53, me he encontrado con el trabajo de Graeber el cuél se enfoca en que
al presentarse hipoxia, puede incrementarse la expresion de p53 (Graeber et al., 1994). El
oxigeno puede ser necesario en forma de peroxinitrito y éxido nitrico (NO), y existen evidencias
que nos indican que el NO puede ser formado durante la hipoxia si citocinas particulares como
es el caso de TNFa estd presente. Es claro que el NO puede inducir a p53, y puede provocar la
disminucion de la regulacién de la expresién de la enzima oxidonitrico sintasa (NOS,) al inhibir
al promotor NOS, (Forrester el al., 1996). Esta relacién entre NO, hipoxia y la expresién de p53
invitan al andlisis y a la investigacion.
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Apoptosis.: "Bases Moleciiares de la Muerte Celtic

Estrés en genes. La rdpida induccidn de estrés en genes acomparna a la oncosis una vez que se
ha presentado la lesién. Esta induccion es dependiente de calcio y es presumiblemente realizada
por la fosforilacién de un factor de transcripciéon. :

Citoesqueleto. Es un sistema de filamentos del citoplasma de las células eucariotas que
proporciona a la célula forma y capacidad de realizar movimientos dirigidos. Sus componentes
mas abundantes son los filamentos de actina, los microtibulos y los filamentos intermedios.
Participa activamente en el proceso de oncosis y necrosis ya que juega un papel importante en
los cambios dé la forma celular y en los cambio del transporte i6nico que ocurren durante la
fase de hinchamiento de la célula,y dichos cambios pueden tener implicaciones en la sefalizacién
de genes que son inducidos en las fases tempranas de la oncosis.

Actina. Es una abundante proteina que forma filamentos en todas las células del citoesqueleto.
La forma monomérica a veces se denomina globular o actina G; la forma polimérica es filamentosa
o actina F. Posterior a las lesiones que ‘derivan en oncosis tales como la isquemia quimica, se
observan cambios en el patrén de los filamentos de actina que se mezclan con el medio, en esta
fase el citoplasma forma burbujas y una banda de actina frecuentemente es encontrada en la
base de estas burbujas que se relacionan con el incremento de la concentracién de calcio; la
regulacién de la concentracién del calcio estd relacionada con la modificacién de la actina; los
cambios en la actina se demoran una vez que se ha presentado una lesién, y si realizdramos un
experimento en un medio libre de calcio, esto implicaria la probabilidad de que el calcio libre y
el calcio unido a proteinas se involucre en este proceso. Por otro lado la actina participa en la
regulacién del volumen celular a través del control de los canales de sodio, y si se mantienen
abiertos se provocaria la degradacién de la actina por proteasas activadas por calcio lo que
podria contribuir al hinchamiento celular que ocurre en la oncosis temprana.

Tubulina. Los microtibulos son polimeros largos y rigidos que se extienden a través del
citoplasma y dirigen la localizacién de los orgénulos delimitados de membrana y de otros
componentes celulares. Los microtibulos son cilindros huecos formados por tubulina, y cada
molécula de tubulina es un heterodimero formado por dos subunidades globulares fuertemente
unidas entre si.La desestabilizacién de los microtibulos ocurre durante la oncosis mientras que
la modificacién quimica de la tubulina induce a la formacién de burbujas en el citoplasma.Tanto
la tubulina como la actina pueden estar involucradas en la formacién de burbujas. Estos cambios
también se correlacionan con el incremento de la concentracién de calcio, la cual ocurre al mismo
tiempo. Un vinculo entre la integridad de los microtibulos y la funcién de Bcl-2 ha sido
recientemente propuesta (Haldar et al., 1997), aqui se reporta la modificacién de los microtibulos
por taxol y vinblastina (ambos son tratamientos para el cdncer humano), induciendo la
fosforilacién de Bcl-2 y por ende la pérdida de su funcién.

Filamentos intermedios.El papel especifico que juegan los filamentos intermedios y los cambios
que provocan durante la oncosis y necrosis no han sido definidos atin.Estos polimeros persisten
en las células después de que éstas han recibido severos tratamientos, y algunos estudios
muestran que los neurofilamentos pueden ser un substrato importante para algunas proteasas
(calpainas).



Agentes y productos de genes que protegen contra la muerte celular (Bcl-2). Ya he
mencionado que al estudiar al nemétodo C. elegans se observé al gen Ced-9 el cudl es un gen
" represor de muerte celular; investigaciones realizadas en mamiferos encontraron a su homdlogo
que es gen Bcl-2 y cuya expresién resulta en la proteccién contra una gran variedad de lesiones
que podrian resultar en muerte celular, incluyendo tanto la iniciacion de la oncosis como la
iniciacion de la apoptosis. El mecanismo de accién de Bcl-2 se encuentra actualmente bajo intensa
investigacién; el gen Bcl-2 se encuentra localizado en la membrana exterior de la mitocondria,
en las membranas del reticulo endoplasmatico y en el exterior de la membrana nuclear. La
relacién que tiene el gen Bcl-2 con la regulacién del calcio ha sido enfatizada en varios estudios,
en los cuales Bcl-2 puede controlar la liberacién del calcio del reticulo endoplasmético y puede
regular la concentracién de calcio en la mitocondria al proteger el potencial transmembranal
de la misma. El rango de lesiones letales que protege Bcl-2 es amplio e incluye a p53,
dexametasona, la apoptosis inducida en linfocitos por cianuro, oncosis inducida por estrés y
oxidantes y muchas otras lesiones mas.

pH bajo. La reduccion del pH extracelular puede modificar el daiio a la membrana y ayudar en
el control de la muerte celular en conjunto con el uso de LDH (Pentilla and Trump, 1974). Esta
proteccién ha sido observada después de lesiones provocadas por metales, anoxia, isquemia,
calor y otros. Los mecanismos involucrados en este efecto, por un lado reducen el incremento
en la concentracion de calcio protegiendo y previniendo de la muerte celular y por otro inhiben
el intercambio de sodio y calcio con lo que probablemente se inactiven las enzimas hidroliticas
que participan en la muerte celular como las fosfolipasas o las proteasas.

Hipotermia.La hipotermia es un método antiguo que ha sido utilizado para prevenir la necrosis
y la subsecuente deterioracion e hidrélisis de las estructuras celulares. Es conocido por todos
que el mantenimiento de érganos para los transplantes es realizado a bajas temperaturas ya
que la hipotermia retarda el proceso de necrosis promoviendo el proceso de oncosis

Inhibidores de las fosfolipasas. Las fosfolipasas juegan un papel importante en el proceso de
la muerte celular, especialmente la fosfolipasa A2 en la iniciacion de la oncosis y de la necrosis.
La activacién de esta enzima conduce a un incremento de la concentracién de calcio en el citosol
y el calcio es utilizado de una forma incluso mas general que el AMP ciclico, como mediador
intracelular. Los inhibidores de la fosfolipasa pueden modificar el curso de la lesién celular al
eliminar la muerte celular y dichas substancias incluyen a la dibucaina, mepacrina, clorpromazina
y algunas otras.

Inhibidores de las proteasas. Una gran variedad de inhibidores de las proteasas, tanto
lisosomales como no lisosomales han sido utilizados en intentos para modificar la lesion de las
células y prevenir de este modo la muerte celular; el desarrollo de inhibidores permanentes de
proteasas en la célula podria resultar en el desarrollo de agentes farmacéuticos que modificaran
y previnieran la progresion de la muerte celular (Cryns and Yuan, 1996). La posible utilizacién de
inhibidores de caspasas para prevenir la muerte celular actualmente se encuentra bajo rigurosa
investigacion y de hecho los posibles efectos protectores de Bcl-2 contra la actividad de las
caspasas podrian ser algunos de los mdiltiples roles de dicho gen.
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Inhibidores de las nucleasas. Es interesante estudiar el efecto protector de los inhibidores de
las nucleasas -como el acido auritricarboxilico, el azul de Evans y el zinc- que previenen el
rompimiento de las cadenas de ADN y por ende la muerte celular(Ueda et al., 1995); efectos
similares fueron encontrados al tratar ADN dafado inducido por tratamiento con micrococcal.
La activacién de las endonucleasas ocurre como un evento temprano iniciando un dafo al ADN
lo que no requiere de sintesis de proteinas.

Aminoécidos. La glicina y algunos otros aminoacidos protegen contra una gran variedad de
lesiones letales que inician con oncosis y/o necrosis en el tubulo renal proximal de los rifiones y
en el epitelio del higado. La glicina puede permitir la sobrevivencia de células con altas
concentraciones de calcio y con el ATP suprimido. El mecanismo de accién molecular de
proteccién de la glicina no esta completamente entendido.

Lesion celular. La lesién celular inicia con la oncosis, posteriormente con la muerte celulary por
ultimo con la necrosis, y en ella juega un papel importantisimo la desregulacioén del calcio. Los
eventos producidos por la lesién, inician con la oncosis al interferirse la sintesis del ATP, al
modificarse la permeabilidad de la membrana celular alterandose con esto el sistema de
transporte e intercambio i6nico y al redistribuirse calcio en los reservorios intracelulares como
la mitocondria y el reticulo endoplasmaético. La deplecién del ATP resulta en un aumento de la
concentracién de sodio y de calcio y en una disminucién de la concentracién de potasio;
concomitantemente entra cloro a la célula y se incrementa la concentracién de sodio lo que
resulta en una disminucién del intercambio entre sodio y calcio, lo que provoca se incremente
la concentracidn de calcio al activar la bomba correspondiente; la deficiencia de ATP y el incre-
mento en el daio de la membrana celular incrementa el volumen intracelular y se produce un
hinchamiento de la célula y con esto se extiende la membrana celular y se incrementa el flujo de
iones a través de ella.

Se presentan entonces consecuencias inmediatas derivadas del aumento sostenido de la
concentracion de calcio dentro de la célula que incluyen la activacién de proteasas, fosfolipasas
y nucleasas; se presentan burbujas citoplasmaticas que aparecen como resultado de la activacion
de las proteasas por el calcio, modificando el citoesqueleto de la célula, particularmente el
vinculado con la actina. Los inhibidores de calpainas disminuyen de manera importante las
burbujas citoplasméticas y retardan de forma general el proceso ya que son proteasas cuyo
substrato es el calcio (Cryns and Yuan, 1996).

Después de la lesidn se incrementan los efectos del calcio, incrementando importantemente la
actividad de las fosfolipasas, la mitocondria pasa de un estado condensado a una conformacién
hinchada (turgente), lo que provoca que se pierda el control de la fosforilacién oxidativa, también
que se active la permeabilidad de la membrana mitocondrial y que se libere cardiolipina de la
membrana interna de la mitocondria. La desregulacién de calcio también provoca la activacion
de una gran variedad de genes y de citocinas dentro de los que se encuentran c-fos, c-jun y c-
myc con la posterior activacién de las proteincinasas.

La activacién de p53 también ocurre durante la oncosis, posterior a la presencia de una gran
variedad de lesiones como hipoxia e irradiacion; el incremento de p53 activa a otros genes que
incluyen a Bax, Gadd45 y p21(waf); de estos genes s6lo Bax se ve directamente involucrado en
la progresién de muerte celular mientras que los otros se asocian con impedir el desarrollo del




ciclo celular. Los efectos de Bax son contrarrestados por los efectos protectores del gen Bcl-2,y
dichos efectos son el de inhibir la actividad de las proteasas, modificar la permeabilidad de iones
de lamembrana celular especialmente de calcio.Estas acciones fundamentales de Bcl-2 pueden
provocar ya sea la muerte celular o la sobrevivencia celular. Los eventos terminales involucran a
procesos que destruyen la funcién de la célula no permitiéndole alcanzar un estado de homeo-
stasis; esto involucra la coordinacién de las fosfolipasas activas y de las proteasas, y la interferencia
de éstas sequramente constituye el programa controlado de la muerte celular.

El seguimiento de los elusivos mecanismos de la muerte celular es fundamental para desarrollar
una terapéutica dentro de la practica médica con fines preventivos. Hasta el momento me he
enfocado en los cambios preletales conocidos como oncosis los cuales contrastan con la
apoptosis;ambos términos representan algun tipo de lesion celular in vivo; y frecuentemente se
presentan juntos, la oncosis en la parte central de la lesién y la apoptosis en la periferia.

Caracteristicas estructurales y enzimaticas de las caspasas
en los mamiferos

Desde la identificacion de ICE (caspasa 1) que es para los mamiferos un homélogo de Ced-3,

varios miembros adicionales de la familia de las caspasas han sido subsecuentemente clonados:
Nedd2/Ich-1 (caspasa 2) (Wang et al., 1994), CPP32/Yama/Apopain (caspasa 3) (Fernandes-
Alnemri et al., 1994; Nicholson et al., 1995), ICH-2/TX/ICE rel-ll (caspasa 4) (Faucheu et al., 1995;
Kamens et al.,, 1995; Munday et al., 1995), ICE rel-lll/TY (caspasa 5) (Munday et al., 1995), Mch2
(caspasa 6) (Fernandes-Alnemri et al., 1995), Mch3/ICE-LAP3/CMH-1 (caspasa 7) (Fernandes-
Alnemri et al., 1995; Duan et al., 1996; Lippke et al., 1996), MACH/FLICE/Mch5 (caspasa 8) (Boldin
et al., 1996), ICE-LAP6/Mché6 (caspasa 9) (Duan et al., 1996; Srinavasula et al., 1996), Mch4/FLICE2
(caspasa 10) (Fernandes-Alnemri et al., 1996;Vincenz and Dixit, 1997),y Ich-3 (caspasa 11) (Wang
etal., 1996).Basado en su sencuencia de aminoacidos, las caspasas de los mamiferos pueden ser
clasificadas en tres subfamilias: la subfamilia de caspasas 1 que incluye a: caspasa 1, caspasa 4,
caspasa 5 y caspasa 11;la subfamilia de caspasas 2 que incluye a: caspasa 2, caspasa 9 y caspasa
10;y la subfamilia de caspasas 3 que incluye a: caspasa 3, caspasa 6, caspasa 7 y caspasa 8 (Duan
et al., 1996ab; Alnemri et al., 1996).

Los miembros de la familia de las caspasas estan caracterizados por tener propiedades
funcionales y estructuras clave. Normalmente estan presentes en las células como proenzimas
inactivas que se activan por el rompimiento proteolitico en los residuos Asp, removiendo el N-
terminal y activando a las proteasas, generando dos sub-unidades de heterodimeros, una grande
y una pequena que forman parte estuctural de las caspasas (Walker et al., 1994, Wilson et al.,
1994). Por otra parte, todas las caspasas comparten la especificidad por un substrato inusual:
cortan las cadenas polipeptidicas entre el N-terminal del residuo Asp (sitio P1) y el C-terminal
del aminoécido hidrofébico (sitio P1’) (Cerretti et al., 1992; Thornberry et al., 1992).Este substrato
Asp especificamente, ha sido reportado sélo en otra proteasa, la granzyma B, implicada en la
actividad independiente de Fas en los linfocitos T citotéxicos (CTL) (Shi et al., 1992; Berke, 1995).
Todas estas caracteristicas sugieren que la activacién proteolitica in vivo de las caspasas puede
ser consumada por autoprotedlisis y/o por la elaboracién de materias primas por otras caspasas
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(y/o granzyma B); ambos mecanismos han sido demostrados in vitro (Fraser and Evan 1996). La
comprensién del mecanismo catalitico de estas proteasas proviene del estudio estructural de la
caspasa 1 mediante el uso de rayos X (Walker et al., 1994;Wilson et al., 1994; Nicholson, 1996). En
adicién a este sitio activo Cys-285, otros dos residuos son esenciales para la actividad catalitica:
His-237 y Gly-238 (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994). Estos tres residuos se presentan en
todas las caspasas conocidas hasta el momento, lo que indica que todas las caspasas tienen
mecanismos cataliticos similares (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994). Las caspasas difieren
significativamente tanto en la especificidad de los substratos como en la longitud y en la
composicién de los N-terminales de los pro-dominios.

Un exceso en la expresién de las caspasas induce MCP; mas alla de las similitudes funcionales y
estructurales existentes entre el gen Ced-3 del nemétodo C. elegans, varias lineas de evidencia
indican que los homélogos en mamfferos de Ced-3 juegan un papel analogo en la ejecucién de
apoptosis en organismos complejos. Inicialmente la expresion transitoria de las caspasas en ADNc
induce rasgos bioldgicos y bioquimicos caracteristicos de la apoptosis como por ejemplo,
condensacién nuclear y condensacién celular y fragmentacién del ADN internucleosomal tanto
en mamiferos (Miura et al., 1993; Wang et al., 1994; Faucheu et al., 1995; Munday et al., 1995;
Boldin et al., 1996; Duan et al., 1996ab; Lippke et al., 1996; Muzio et al., 1996; Wang et al., 1996)
como en células de insectos (Fernandes-Alnemri et al., 1994, 1995ab). La induccién de apoptosis
en estos sistemas requiere de que la cistein proteasa se active; ya sea construyendo puntos de
mutacion (en el residuo catalitico Cys o en el residuo cercano Gly), 0 porque no contenga las dos
subunidades estructurales (una grande y una pequefa) y no sea capaz por tanto de inducir
muerte celular (Miura et al., 1993; Fernandes-Alnemri et al., 1994, 1995ab; Wang et al., 1994;
Faucheu et al., 1995; Kamens et al., 1995; Boldin et al., 1996; Duan et al., 1996ab; Lippke et al.,
1996). Un exceso en la expresién de Ced-3 en lineas de células de mamiferos puede resultar en
muerte celular programada, aunque es menos eficiente que su homélogo en mamiferos (Miura
etal.,, 1993), por lo que es importante subrayar que el concepto de maquinaria de muerte celular
ha sido conservado a través de la evolucién (Ameisen JC, 1996). La apoptosis inducida por una
sobre expresién de estas proteasas puede ser inhibida por Bcl-2, el homélogo en mamiferos al
gen Ced-9 del nematodo C. elegans (chinnaiyan et al., 1996a). La relevancia fisiolégica de estos
estudios se ve opacada por el descubrimiento de que la sobre expresién de una variedad de
proteasas no especificas, puede inducir apoptosis (Williams and Henkart, 1994; Fraser and Evan,
1996). Mas alla de la evidencia de que las caspasas juegan un papel critico en la apoptosis se ha
observado que estas proteasas son activadas y procesadas proteoliticamente durante la muerte
celular (Boudreau et al., 1995; Armstrong et al., 1996).

La evidencia directa de la activacién de la cascada proteolitica de las caspasas proviene de un
estudio en el cudl utilizaron un sistema de células libres para estudiar los eventos proteoliticos
durante la apoptosis mediada por Fas (Enari et al., 1996). Ellos demostraron que la caspasa 1 fue
activada rdpidamente, mientras que la caspasa 3 fue activada con mucho mayor lentitud, ademas
de que requiere de la activacion a priori de la caspasa 1. Los resultados de este experimento
indican que la caspasa 1 es la responsable de activar a la caspasa 3 durante la ejecucién de
apoptosis inducida por Fas. Una vez que la caspasa 3 ha sido activada, la caspasa 1 ya no es
necesaria para la muerte celular.

Recientemente se ha identificado el inicio de la cascada proteolitica de las caspasas; ésta
comienza por el ligando Fas y por el TNF-a. Los receptores respectivos para Fas: APO-1/CD95 y




para TNFR1: p55, son miembros de la familia del receptor TNF/NGF y contienen una region
citoplasmatica (llamada “dominio de muerte”) que es necesaria para inducir muerte celular
(Nagata and Golstein, 1995). Las caspasas definitivamente activan a estos receptores dando la
sefal para que inicie el proceso de muerte. Los substratos de las caspasas no son conocidos del
todo y pueden incluir a una o a mas miembros de la familia de las caspasas. La caspasa 10 por
ejemplo puede activar a la caspasa 3 o a la caspasa 7 (Fernandes-Alnemri et al., 1996), la caspasa
8 puede activar a la caspasa 3 y/o a la caspasa 7 y cualquiera de estos dos puede activar directa
oindirectamente a la caspasa 6 y regular a la caspasa 3 y a la caspasa 7 (Orth et al., 1996ab). Esté
claro que hay muchas 4reas que ain no se logran entender en los eventos relacionados con la
cascada proteolitica, iniciando con la activacion de la caspasa 8 o de la caspasa 10 y culminando
con la activacion de la caspasa 3 y otras caspasas que actian como moduladores del efecto
proteolitico en proteinas clave en el interior de la célula. De hecho no es claro el papel que
juegan en el sefalamiento apoptdsico la caspasa 8 o la caspasa 10. Alternativamente, nuevas
caspasas pueden ser reclutadas de manera similar para activar receptores de muerte por una
virtual interaccién entre proteina-proteina llevada a cabo en sus prodominios.

La granzima B actia como mediadora en la apoptosis inducida en los linfocitos T citotéxicos en
células blanco por activacién de las caspasas. Los linfocitos T citotéxicos (CTL's), son un
componente critico en la defensa inmune celular contra tumores y células infectadas por virus.
Los CTL's inducen apoptosis en células blanco por dos mecanismos:i.la interaccién del Ligando
Fas en CTL's activados con el receptor Fas localizado en las membranas de las células blanco
(este mecanismo es mediado por Fas) y ii.y la exositosis de los CTL's de grdnulos citoplasméticos
que contienen a la serin proteasa granzima B (y otras granzimas relacionadas) y también
contienen a la perforina (una proteina formadora de poros), para que posteriormente faciliten
la liberacién de granzima B en el interior de las células blanco (este mecanismo es mediado por
granzima B y perforina) (Berke, 1995). Estos mecanismos no son redundantes, ya que en CTL's de
ratén deficientes en Fas, Ligando Fas, perforina o granzima B se deteriora la habilidad de inducir
apoptosis en las células blanco (Berke, 1995; Nagata and Golstein, 1995).

Como hemos observado, el sefialamiento mediada por Fas resulta en la activaciéon de la cascada
de las caspasas y juega un papel fundamental en la muerte inducida por Fas, ya que la granzima
B es la tinica proteasa que comparte la especificidad inusual que presentan las caspasas hacia el
substrato Asp (Shi et al., 1992) y esto haria posible que se liberara esta serin proteasa dentro de
las células blanco y puediera disparar la cascada proteolitica involucrando a los miembros de la
familia de las caspasas; muchos trabajos pueden admitir esta hipétesis (Darmon et al., 1995;
Martin et al., 1996)).

Ya que las caspasas son proteasas, es imperativo identificar y caracterizar sus substratos celulares.
La naturaleza de la muerte celular programada estd estrechamente regulada por la inherente
especificidad de las caspasas, y estas caspasas forman relativamente un pequerio apartado dentro
de las proteinas celulares, las cudles por protedlisis selectiva contribuyen a la ejecucién de la
muerte celular apoptética. Por tanto, la identificacion de estos “substratos de muerte” son un
punto clave en el orden de los procesos tanto en los eventos como en la sefalizacién.Durante la
apoptosis, los cortes proteoliticos de los substratos pueden ser activados (por proteinas
promotoras de muerte) o inactivados (por proteinas estructurales promotoras de la
sobrevivencia). Finalmente los substratos son endégenos y nos indican la actividad de las
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proteasas durante la apoptosis, pudiendo ayudar a identificar cuéles caspasas estarian actuando
durante la muerte celular programada.

Muchas -si no es que todas- de las proteinas conocidas que experimentan protedlisis durante la
muerte celular son substratos de una o mas caspasas. Recientemente varios substratos
apoptoésicos han sido identificados y clasificado en 3 amplias categorias:i.proteinas que juegan
un papel en la respuesta homeostatica a algun estimulo de estrés ii.proteinas estructurales y
iii.proteinas con funcién desconocida.

Las proteinas que responden a algun estimulo de estrés degradadas durante la apoptosis
incluyen a enzimas reparadoras del ADN (PARP) (Kaufmann et al., 1993; Lazebnik et al., 1994),
también a la subunidad catalitica del ADN dependiente de proteincinasa (Casciola-Rosen et al.,
1994ab, 1996), también a las ribonucleoproteinas heteronucleares C1 y C2 (Waterhouse et al,,
1996), también el gen producido por el retinoblastoma que es un regulador del ciclo celular (An
and Dou, 1996; Janicke et al., 1996). El corte de estos substratos empeora la habilidad del ADN
de reparar las cadenas rotas y de unirlas con el ARN mensajero, con lo cual, se favorece un
potencial balance en favor de la muerte celular sobre la reparacion celular (Casciola-Rosen et al.,
1996).

Otros substratos apoptésicos de las caspasas incluyen a un gran nidmero de proteinas
estructurales que mantienen la integridad del citoesqueleto o de la matriz nuclear, varios
componentes como la actina del citoesqueleto, incluyendo la b-actina (Kayalar et al., 1996), la
subunidad-a que une a la actina con la proteina fodrina (Greidinger et al., 1996) y Gas2 (Brancolini
et al., 1995), que actuan durante cierto tipo de apoptosis. Estas proteinas del citoesqueleto
aparecen como blancos selectivos para las caspasas mientras que otras proteinas relacionadas
como la tubulina no experimentan protedlisis por apoptosis (Brancolini et al., 1995).

El gen producido en la enfermedad de Huningtton y las presenilinas estan implicadas en la
enfermedad de Alzheimer y caen dentro de la tercer categoria de las proteinas con funcién
desconocida (Kim et al., 1997).

Todos estos trabajos facilitan la identificacién de blancos intracelulares de las caspasas, y de
estos trabajos se desprenden conceptos trascendentales en cuanto a eventos moleculares que
nos ayudan a incrementar el entendimiento de la muerte celular apoptética.

Papel de las Caspasas en la enfermedad

Debido al critico papel que juega la apoptosis en el desarrollo y en la respuesta a los cambios
homeostaticos, no me sorprende que se relacione estrechamente con la patogénesis de muchas
enfermedades. De forma general, el desequilibrio de la apoptosis puede tomar dos caminos:
i.incrementar la sensibilidad a la apoptosis provocando una excesiva muerte celular y ii.presentar
resistencia a la apoptosis provocando una deficiente muerte celular (Thompson, 1995).
Desérdenes que caracterizan el incremento de la muerte celular incluyen enfermedades
degenerativas (como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huningtton, esclerosis
amiotrdfica lateral, atropia muscular espinal y otras), enfermedades vasculares y SIDA. En



contraste con esto, enfermedades caracterizadas por la deficiente o inadecuada apoptosis inluyen
cancer (y neoplasias benignas), enfermedades autoinmunes (como lupus, atritis reumatoide y
otras) e infecciones virales crénicas/latentes (Thompson, 1995). Las caspasas son efectores
esenciales en la muerte celular apoptética y juegan un papel central en la patogénesis de estos
desdrdenes.

En enfermedades asociadas con el aumento en la sensibilidad de la apoptosis, la activaciéon de
las caspasas juega un papel central.La apoptosis es el mayor mecanismo patogenético de muerte
celular causado por insuficiencia vascular o por isquemia. La fragmentacién oligonucleosomal
del ADN, un punto caracteristico de la muerte celular apoptética, ha sido demostrado en modelos
animales tanto en isquemia cerebral como en isquemia del miocardio, y en estudios post-mortem
de infartos al miocardio humanos (Li et al., 1995). Miocitos apopt6sicos pueden ser detectados
dos o tres horas después de haberse presentado una isquemia (Bardales et al., 1996).

En contraste, enfermedades asociadas con apoptosis deficiente pueden estar caracterizadas por
la inhibicién o la disminucién de la actividad de las caspasas. Desérdenes autoinmunes son
caracterizados por la disminucién de apoptosis (Thompson, 1995). Un gran numero de virus
resisten la respuesta inmune del huésped debido a la inhibicién de ciertas caspasas. Defectos
inherentes en Fas o en el Ligando Fas tanto en ratones como en humanos resulta en sindromes
autoinmunes fatales como linfadenopatia o espenomegalia (Nagata and Goldstein, 1995). Las
células cancerosas disminuyen su sensibilidad a la apoptosis (aumentando su capacidad
proliferativa) dando como resultado un dano genético acumulado. Una dramética ilustracién de
la importancia de la resistencia a la apoptosis en la patogénesis del cdncer surge de estudiar al
gen antiapoptdsico Bcl-2 que es el homélogo en mamiferos del gen de sobrevivencia Ced-9 del
nematodo C.elegans (Vaux el al., 1992; Hengartner and Horvitz, 1994). Es atractivo especular con
la actividad de las caspasas, y pensar que el gen proapoptésico p53, puede funcionar como un
gen supresor de tumores, inactivando células de tumores que podrian ser resistentes a la
apoptosis.

Dado al papel que las caspasas juegan en la desregulacién de apoptosis, estas proteasas son
fuertes candidatas para la manipulacién terapéutica (Thompson, 1995). En el futuro,
enfermedades caracterizadas por una deficiente apoptosis podrian ser tratadas con terapias de
genes de tal forma que las caspasas seleccionardn sus blancos especificos; es por esto que la
identificacién de substratos apoptéticos para las caspasas es un punto que podria generar nuevos
blancos en la quimioterapia del cincer. En contraste, enfermedades caracterizadas por el incre-
mento de apoptosis pueden responder a tratamientos con inhibidores especificos de las caspasas,
reduciendo la incidencia de enfermedades actuales como infarto cerebral o isquemia seguida
de reperfusién (Hara et al., 1997). También podriamos disefiar estrategias para trabajar con
desérdenes sistémicos y crénicos asociados con una excesiva muerte celular, como es el caso
del SIDA, de hecho, una inhibicién global de la apoptosis por administraciéon sistémica de
inhibidores de las caspasas podria presentar grandes consecuencias. El papel fundamental que
las proteasas juegan en la apoptosis y en la enfermedad sugiere que la habilidad de regular la
selectividad y la actividad de las mismas, podria abrir una infinita variedad de posibilidades
terapéuticas.
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Las enzimas que degradan el ADN desempeiian un papel significativo en todos los procesos
celulares; estas enzimas se denominan nucleasas y pueden ser DNAsas (las que especificamente
degradan ADN), exonucleasas (las que degradan ADN desde un extremo de la molécula) y las
endonucleasas (que actian en el interior de los dcidos nucléicos reduciéndolos a fragmentos
muy pequefos).

El papel esencial de la activacion de las endonucleasas en la apoptosis in vivo ha sido establecida
y aunque no ha sido posible identificar exactamente el papel que juegan las endonucleasas en
la apoptosis, mas de 20 diferentes enzimas dependientes de calcio y de magnesio han sido
implicadas en la apoptosis. Existe una asociacion de las endonucleasas con la muerte celular;
Kerr publicé en 1972 su trabajo introductorio con el término apoptosis donde describfa formas
especificas de muerte celular y distintas formas de necrosis en las cuales se observavan
draméticos cambios en la morfologia nuclear de las células estudiadas, como un resultado de
un colapso de la cromatina cuando se realizaban observaciones en el microscopio electrénico
(Kerr et al., 1972). La fragmentacion del ADN ocurre durante la fase temprana de muerte celular
en esplenocitos; en el nicleo de estos esplenocitos se encontré una endonucleasa endégena
dependiente de calcio y de magnesio, y desde entonces se relaciona a las endonucleasas con la
muerte celular (Bachvaroff et al., 1977), otras endonucleasas implicadas en la apoptosis son Nuc18
y endo-exonucleasas; gracias a estas observaciones iniciales, los mecanismos de corte del ADN
durante la muerte celular han sido rigurosamente estudiados. En trabajos mds recientes he
encontrado dos lineas frecuentes de investigacidn: i.la identificacién de las endonucleasas
dependientes de calcio y de magnesio y ii.la medicién de cambios de la concentracién de calcio
intracelular en células que experimentan apoptosis.

En cuanto a la identificacién de las endonucleasas dependientes de calcio y de magnesio tenemos
que muchos de los estudios iniciales de los cationes en la activacién del mecanismo de accién
de las endonucleasas fue realizado en la DNAsa que fue una de las primeras de esta clase de
enzimas en ser purificada, homogeneizada y cristalizada. Esta enzima estd involucrada en la
degradacién de los écidos nucléicos y se observa su actividad en la sangre al limpiar el ADN de
la circulacién sanguinea.Trabajos independientes de la muerte celular identificaron un nimero
de endonucleasas activas dependientes tanto del calcio como del magnesio, en el nicleo de la
célula (Hashida et al., 1982, Stratling et al., 1984); mientras que en algunos otros laboratorios se
han identificado endonucleasas activas dependientes del calcio y del magnesio en el nticleo de
células apoptéticas (Deng and Podack, 1995). En muchas de las células mencionadas, las enzimas
dependientes del calcio y del magnesio siempre estan presentes; de hecho algunas células que
no cuentan con endonucleasas dependientes de calcio y/o magnesio o que cuentan con
endonucleasas con poca actividad, se activan rdpidamente al ser inducidas a la apoptosis. Al
vincular a las endonucleasas con la apoptosis tenemos que las endonucleasas dependientes de
calcio y de magnesio pueden degradar en varios fragmentos a la cromatina, lo que se observa
en las células apoptoticas (Khodarev and Ashwell, 1996; Sokolova et al., 1995).
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En cuanto a la medicién de cambios de la concentracién de calcio intracelular tenemos que un
gran numero de estudios han demostrado que los cambios en las concentraciones de calcio de
las células que experimentan apoptosis, 0 que muestran ionéferos de calcio o algtn otro
modulador de la homeostasis del calcio celular pueden inducir apoptosis o cambios apoptoéticos.

El ionéfero de calcio, A23187, puede inducir la fragmentacién del ADN en un gran niimero de
células,incluyendo los timocitos y las células PC12 (Umansky et al., 1988); una substancia llamada
thapsigargina provoca que aumenten los niveles del calcio intracelular al liberarse de los
depdsitos mitocondriales y que sinergicen el efecto del calcio extracelular (Jiang et al., 1994). Al
inducir Fas y apoptosis en células B, se establecié que se requeria incrementar la concentracién
intracelular de calcio (Oshimi and Miyazaki, 1995). Estos experimentos podrian implicar que el
aumento en la concentracion de calcio estaria relacionado directamente con la activacion directa
de las endonucleasas, sin embargo existe un gran nimero de pasos intermedios entre ambos
eventos que actualmente se encuentran en investigacion, y para citar uno de ellos, el caso de
Bcl-2, el cuél no previene los cambios en la homeostasis del calcio en células apoptéticas. La
mejor evidencia del papel del calcio en la activaciéon de la endonucleasa proviene del estudio
de timocitos y es respaldado por datos de otros tipos de células, principalmente los linfocitos;
de hecho, el calcio no es un activador/regulador universal de la degradacién de ADN en las células,
depende del estado en el que se encuentre la célula (por ejemplo dentro del ciclo celular o
fuera de él).

Por el momento no se cuenta con suficiente evidencia de que la fase internucleosomal de la
fragmentacién del ADN sea un paso esencial en la apoptosis; de hecho, existen algunas células
gue no exhiben la fragmentacién del ADN internucleosomal durante su muerte. En varios tipos
de células y tejidos en los que se producen cortes en las cadenas del ADN realizados por diferentes
enzimas, se observa que estd involucrada la cromatina, la cual ha sido identificada y relacionada
con la apoptosis.

Si fuera posible determinar qué tipo de endonucleasa actda en determinado sitio y qué sitio es
el que recibe el ataque endonucleético, podriamos dirigir las condiciones dentro de las células
tratando de evitar o de producir catastrofes celulares dependiendo del caso; para esto tendriamos
que incrementar el conocimiento del comportamiento de la cromatina y de las diferentes enzimas
que participan en la matriz nuclear.
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Ya hemos revisado que la muerte celuar es un evento critico para una gran variedad de
organismos, plantas y especies multicelulares complejas como es el caso de los mamiferos. Al
entender que algunos eventos implicados en la muerte celular son genéticamente programados,
varios laboratorios de investigacién han usado una gran variedad de sistemas para demostrar la
regulacién genética de la apoptosis, y uno de los sistemas de investigacién utilizados con mayor
frecuencia es “el sistema inmune” el cudl, ofrece la oportunidad de aislar a un gran nimero de
células que mueren relativamente en su forma pura. La habilidad de los ratones transgénicos
con un receptor especifico definido para células T proveen una herramienta adicional invalu-
able para los estudios de la muerte celular, por ejemplo en el timo es posible inducir una seleccién
negativa con lo cual las células T autoreactivas serfan eliminadas por la introduccién de antigenos
especificos. Al establecer un receptor de antigenos de células T (TCR) en un ratén transgénico,
todos los timocitos tendran el mismo receptor de antigenos de células T (TCR), esencialmente
todas las células que pueden ser inducidas a morir.

Durante la maduracién, tanto las células B como las células T, se encuentran expuestas a sefiales
gue son reconocidas y generadas por sus receptores de membrana y algunas de estas sefales
dan inicio a la apoptosis. En particular estd bien establecida la reaccién que sufren los timocitos
CD4' y CD8* los cudles pueden estar sujetos tanto a una seleccion positiva como a una seleccién
negativa.

La seleccidén positiva es necesaria para asegurar la presencia de células T maduras con la habilidad
de reconocer el MHC (complejo principal de histocompatibilidad) (Bohemer, 1994). Esto es
seguido de una seleccién negativa, un mecanismo que se asegura que las células T con potencial
de provocar auto reactividad y por tanto un dafo, sean eliminadas (Nossal, 1994) y datos
encontrados recientemente demuestran que la seleccidén negativa es acompanada por la
induccion de apoptosis (Smith el al.; 1989, MacDonald and Lees, 1990; Murphy et al., 1990). El
mecanismo molecular preciso de la seleccién negativa ain no se comprende en su totalidad, lo
que se sabe es que involucra una gran afinidad en la interaccién entre el receptor de la célulaT
y el antigeno (Ashton-Rickart et al.,, 1994; Hogquist et al., 1994; Sebzda et al., 1994) y moléculas
ayudadoras que asisten en este proceso.

Ademas de eliminar a las células autoreactivas del timo, manifiesta una necesidad critica de
regular la proliferacion de los linfocitos. Una de las cualidades de los linfocitos es la habilidad de
proliferar en respuesta a un antigeno, la cudl es seguida de una rdpida expansién de células
especificas en contrarrestar al antigeno en cuestion y que proveen al organismo con un
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mecanismo de eliminacién répida de los patégenos, de hecho, es claro que el crecimiento
continuo de la poblacién de linfocitos genera en si un riesgo. Estas células secretan una gran
cantidad de citocuinas inflamatorias empleadas para combatir a los patégenos, sin embargo es
potencialmente nocivo para el hospedero si se producen en gran cantidad.

Cualquier divisién celular que se realiza en forma rapida estd expuesta a que se presenten
mutaciones y por ende podrian presentarse linfocitos perjudiciales; asi la ventaja de los linfocitos
de responder rapidamente a la presencia de un antigeno por expansion clonal,debe soportarse
en la existencia de un control adecuado que revise los puntos criticos de la divisién celular y en
los linfocitos, este control consiste en la activacién del programa de la muerte celular (Thomp-
son, 1995). Las sefales que inducen a la apoptosis y los mecanismos involucrados en la muerte
celular de células maduras e inmaduras es un punto critico, ya que se relaciona directamente
con los caminos de sefialamiento que inducen apoptosis en las células del sistema inmune
relacionando a los genes con los eventos intracelulares que median el proceso en células
linfoides, especificamente en los linfocitos T.

Un evento central que es critico en el desarrollo de los linfocitos, es cuando la poblacién de linfocitos
inmaduros aprende a distinguir, qué es lo que debe discriminar entre lo propio (lo que forma
parte del organismo y lo extrafo (lo que no forma parte del organismo).En el caso del linaje de las
células T, los linfocitos inmaduros potencialmente autoreactivos son eliminados del timo por
seleccion negativa (Nossal, 1994); hace varios afios se aclaré que la seleccién negativa y la supresion
clonal ocurrian a través de la induccién de apoptosis y que este proceso requeria de la sintesis de
genes y de proteinas (Smith et al., 1989; MacDonald and Lees, 1990; Murphy et al., 1990).

Un gran nimero de células precursoras migran hacia el timo diariamente y son sujetas a seleccién,
de hecho la mayoria de ellas muere por que no sufre ningin tipo de seleccién (ni positiva, ni
negativa) (Surch and Sprent, 1994), estas células esperan pacientemente que sus receptores TCR
reconozcan protefnas del MHC y sean seleccionadas, y de hecho, un grupo de estas células
reconoce el MHC con alta afinidad y es sefialada para que experimente apoptosis por seleccién
negativa (Allen, 1994),

£Y qué pasa con las células que no sufren ningun tipo de sleccién (ni positiva, ni negativa)? pues
sufren apoptosis, ya que se muestra una indiferencia por ellas (Surch and Sprent, 1994) y
evidencias recientes sugieren que este tipo de muerte celular ocurre via exposicién de
glucocorticoides endégenos. El primer indicio de que los glucocorticoides y la sefalizacién
mostrada por el TCR tienen interaccion entre ellos proviene de experimentos realizados en lineas
de células T. Hace algunos afios se obtuvieron datos que indicaban que mientras que el
senalamiento del TCRy la exposicién de glucocorticoides inducian apoptosis en lineas de células
T, la expresién simultdnea de ambas sefiales era antagonista y resultaba en la sobrevivencia
celular (Zacharchunk et al., 1990), los timocitos en adicién a las lineas de células T,eran altamente
sensitivos a inducir apoptosis por glucocorticoides y este proceso involucraba la expresion de
nuevos genes (Wyllie, 1980).

¢Los timocitos requieren més de una sefal para que el receptor de las células T los lleve a
experimentar apoptosis? Sefnales de coestimulacién son necesarias para la activacion de células
T periféricas, sin embargo evidencias recientes sugieren que la coestimulacién es importante
en la seleccién negativa en el timo; los timocitos muestran que no mueren en respuesta al re-
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ceptor de membrana TCR y se observa que la apoptosis es inducida por células presentadoras
de antigenos (APC) (Page et al., 1993), lo que podrfa indicar que las sefiales del TCR en conjunto
con las sefales coestimulatorias juegan un importante papel en la sefialacién del camino que
tomaran los timocitos; la consecuencia de las sefales coestimulatorias es la seleccion negativa
de los timocitos, sin embargo, los caminos de sefalizacion que son enlazados por las senales
estimulatorias adn no han sido determinados con exactitud.

La sintesis de nuevos genes es necesaria para que se realice la seleccién negativa, y esto hace
sentido si se plantea la pregunta de jcuales genes son los encargados de mediar la apoptosis en
los timocitos? El gen supresor de tumores p53 es necesario para la induccién de muerte celular
inducida por radiacién y por agentes quimioterapéuticos que provocan dafo al ADN (Lowe et
al., 1993; Clarke et al., 1993), el gen p53 no juega ningtin papel en la apoptosis mediada por TCR
o por glucocorticoides y por lo tanto no juega ningln papel en la seleccién negativa (Lowe et
al., 1993; Clarke et al., 1993). Al buscar genes que induzcan a los timocitos a experimentar la
seleccién negativa me encuentro con el gen nur77 el cuél forma parte de una superfamilia de
hormonas receptoras nucleares (Liu et al., 1994). Estudios in vitro con el antisuero de nur77
(llamado también dominio negativo de nur77) sugieren que este gen es necesario para regular
la muerte celular por TCR; de esto podemos derivar que los timocitos son capaces de morir por
una gran variedad de diferentes estrategias; cada sefal inicia con una transduccién especifica
para esa sefal y provoca una cascada de reaccidn que involucra a determinados genes, por
ejemplo, los glucocorticoides inducen apoptosis para lo cual requieren al receptor de
glucocorticoides (Dieken and Miesfeld, 1992), un segundo ejemplo es la induccién de nur77 via
TCR, y un tercer ejemplo es la induccién de p53 via radiacidn. Estos tres ejemplos convergen en
un camino comun que activa a la familia ICE de las proteasas y caspasas.

Dos diferentes grupos proveen la suficiente evidencia de que en la ausencia de Fas, TNF se encarga
de mediar la apoptosis en poblaciones maduras de células T (Zheng et al., 1995). Los mismos
grupos también proveen informacién que indican que el TNF in vivo es un modulador de
apoptosis en células T maduras; lo que indica que TNF y Fas se encargan de mediar la apoptosis
en todas las células T maduras, mientras que en las células B quizé otra familia de receptores
podria participar en la muerte celular. Por otro lado, TRAMP que es una proteina de superficie
relacionada con TNFR1, la cudl ha sido clonada recientemente y se han encontrado altas
concentraciones de dicha proteina expresados en tejido linfatico, ademds de que TRAMP puede
expresar una potente sefal de muerte in vitro después de una transfeccién en cultivos celulares
(Bodmer et al., 1997).

En cuanto a sefales de sobrevivencia mostradas en los linfocitos, los factores de crecimiento
como IL-3 e IL-4 proveen senales para que la poblacién de linfocitos sobreviva sin embargo el
factor de sobrevivencia mds importante es Bcl-2, el cuél fue descrito como un translocador 14:18
en células B neoplasicas (Tsujimoto et al., 1984) y posteriormente fue considerado como un
regulador negativo de la muerte celular (Vaux et al., 1988).El papel de Bcl-2 en la sobrevivencia
de las células linfoides ha sido revisado con frecuencia (Strasser, 1995; Cory, 1995), y tanto en
células B como en células T inmaduras, se expresa Bcl-2 durante el proceso de maduracién en la
médula espinal y en el timo; Bcl-2 regula el estado CD4' y CD8', por lo que probablemente proteja
a estas células de experimentar seleccién positiva por lo que la expresion de Bcl-2 en el timo
puede promover la diferenciacién de los timocitos. De hecho, Bcl-2 no protege a las células T del
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timo de la seleccién negativa (Sentman et al.,, 1991; Strasser et al., 1991) por lo que no regula a
las células que experimentan la seleccién negativa. La expresién de Bcl-2 en células CD4 y/o
CD8 es alta. La expresién de Bcl-2 sugiere que Bcl-2 acttia extendiendo la longevidad de la
poblacién de las células linfoides; este racional es respaldado por la observacién de los linfocitos
maduros de un ratén experimental que carece de Bcl-2 en el cudl se observa que su vida media
es corta y ademas son altamente susceptibles a experimentar apoptosis (Veis et al., 1993).

La regulacién de apoptosis en los linfocitos T es realizada por Fas y por el Ligando de Fas (FasL);
Fas pertenece a una familia de receptores de membrana conocida como factor necrosante de
tumores (TNF) (Nagata and Golstein, 1995) y en los mamiferos existen al menos diez miembros
de esta importante familia incluyendo al receptor 1 de necrosis tumoral (TNFR1) receptor 2
(TNFR2), NGFR,CD40, LtbR,CD30,CD27,4-1BB, 0X40, y Fas que también es conocido como CD95.
Estos receptores interactian con ocho diferentes ligandos que se comportan de una manera
muy similar al TNF, por ejemplo, TNFR1 y TNFR2 interactian con el ligando TNF mientras que Fas
interactua con el ligando FasL. Esta familia de ligandos/receptores ha sido implicada en un gran
nimero de respuestas celulares, incluyendo la proliferacién celular, la muerte celular y la
diferenciacién celular. Aunque no se ha entendido por completo cémo las interacciones entre
ligando y receptor regulan las multiples respuestas, el papel de esta familia en la apoptosis ha
sido extensamente investigada (Nagata and Golstein, 1995). Tanto TNFR1 como Fas contienen
un dominio citoplasméatico conocido como el “dominio de la muerte” la cudl habitualmente
transmite sefales de muerte a través de la interaccién que tiene con dos proteinas que también
estan contenidas en el dominio de la muerte y que son requeridas en el dominio efector llamadas
FADD y TRADD. La interaccién entre Fas y FADD, y la interaccion entre TNFR1 y TRADD requiere
de trimerizacién de Fas y/o TNFR1 por sus respectivos ligandos. Esta trimerizacién del receptor
induce la asociacién de Fas con FADD y de TNFR1 con TRADD; estos complejos activan
directamente a las caspasas por medio de la asociacién de Fas-FADD y TNFR1-TRADD con un
hibrido molecular conocido como FLICE o MACH. FLICE/MACH posee un dominio efector de
muerte el cudl es responsable de mediar la asociacién con FADD o con TRADD (Boldin et al.,
1996; Muzio et al., 1996).Y en adicién al dominio efector de muerte, esta proteina multifuncional
tiene una actividad proteasa que activa directamente a las caspasas, en particular a CPP32; asi al
unirse en la superficie celular activa a las caspasas se involucra al menos a tres proteinas Fas,
FADD y FLICE. :

{Y donde es usado Fas-FasL en la muerte celular de linfocitos? El entendimiento en los defectos
de Fas han incrementado gracias al uso de ratones Ipr/lpr y gld/gld los cuéles han ayudado a definir
que estas moléculas son criticas en la regulaciéon de homeostasis celular, ya que evidencias recientes
han demostrado que la induccién de la activaciéon de muerte en células T maduras ocurre por
medio de la interaccién entre Fas y FasL, lo cual ha sido demostrado al usar células T de linea o
células T hibridas que mueren en respuesta al ligando TCR in vitro (Dhein et al., 1995; Brunner et al.,
1995; Ju et al., 1995) tanto como in vivo (Russell et al., 1993) al utilizar ratones experimentales Ipr/
Ipr que presentan defectos en Fas y al utilizar ratones experimentales gld/gld que presentan defectos
en FasL. Las interacciones entre Fas y FasL no son la tnica sefal apoptoética que se presenta en
células T maduras; el papel del TNF también es critico en la mediacién de la muerte.En los ratones
Iprla muerte de las células T periféricas puede seguir ocurriendo, lo que indica que las moléculas
como Fas son mediadas por la muerte de las células T.




Bcl-2 es un miembro de la familia de genes caracterizada por tener los dominios BH1 y BH2,y
varios miembros de esta familia afectan ya sea la vida o la muerte de los linfocitos. Por ejemplo
Bax, que es una proteina que heterodimeriza con Bcl-2, puede contrarrestar los efectos de Bcl-2
y promover la apoptosis (Oltavi et al., 1993). Los ratones experimentales deficientes de Bax
muestran niveles significativos de hiperplasia linfoide (Knudson et al., 1995). Otro importante
miembro de la familia es Bcl-,, el cudl actia de una forma similar a Bcl-2 promoviendo la
sobrevivencia celular (Boise et al., 1993) y los ratones experimentales deficientes de Bcl-x mueren
al dia 13 de gestacion y muestran una muerte celular masiva tanto en tejido hematopoyético
como en tejido neuronal de la médula espinal y cerebro (Motoyama et al., 1995). El mecanismo
por el cudl Bcl-2 o cualquier miembro de la familia de este gen actua para perturbar la muerte
celular aun es desconocido, sin embargo estas proteinas ejercen sus efectos a través de la
interaccién de los diferentes miembros de la familia de genes (Yang et al., 1995; Sedlak et al.,
1995).

Regulacion de la respuesta inmune por muerte celular

La funcién primaria de la respuesta inmune es responder en forma global y coordinada tras la
deteccion de la presencia de sustancias extraias (por ejemplo la presencia de infecciones ya
sea por virus y/o bacterias, asi como también la presencia de dafios) lo que implica una ventaja
evolutiva que es la de sobrevivir a invasiones de patégenos, igualmente importante es la habilidad
de reconocer los cambios que ha sufrido el organismo una vez que han ocurrido los dafos o
que se ha presentado la infeccidn; para que de esta forma sélo se remuevan del organismo tanto
a los patégenos como a los tejidos que han sido afectados. El sistema inmune ha sido comparado
con un érgano sensorial el cudl no responde ni al sabor, ni a la luz o al sonido, sin embargo
detecta el mds minimo cambio en el medio ambiente celular y molecular La muerte celular
dirigida por la inmunidad puede proveer un mecanismo que sea la base para destruir las células
propias que asi lo requieran sin discriminar a ninguna con el consecuente potencial de inmuno
reconocimiento de las células dafadas que hay que remover.

Es necesario iniciar con una revision del funcionamiento del sistema inmune. Por ejemplo los
vertebrados que nacen sin un sistema inmune competente rdpidamente mueren a menos que
los factores que les provocarian la muerte fueran rdpidamente aislados de su medio ambiente.
Los invertebrados cuentan con estrategias para evitar la accion de los patégenos las cuales
incluyen a las células fagociticas que fagocitan rapidamente cualquier sustancia extrafa o
cualquier célula muerta. Estos fagocitos también juegan un papel importante en la proteccién
de las infecciones. De hecho, dos tipos de células son la mas importantes y en las que debemos
poner toda la atencién: tanto los fagocitos como los linfocitos.

Los linfocitos proveen el reconocimiento especifico en la respuesta inmune (los linfocitos B se
desarrollan en la médula 6sea y los linfocitos T se desarrollan en el timo principalmente), y de
ahi, salen a los compartimentos periféricos como los nodos linfaticos, el bazo y el intestino. Los
linfocitos periféricos expresan receptores especificos para reconocer a ciertos antigenos. Los
linfocitos poseen una gran diversidad ya que reconocen a un gran nimero de antigenos que se
pueden presentar (10%).Los linfocitos pueden ser agrupados en dos categorias por la manera en
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la cual las células reconocen a sus antigenos:los linfocitos B los cudles son precursores de células
secretoras de anticuerpos y los linfocitos T los cudles reconocen cambios a nivel celular.

Las células B reconocen antigenos que no son necesariamente asociados con las células; el re-
ceptor del antigeno de la célula B es una versién de la inmunoglobulina o del anticuerpo que
eventualmente la célula B secretar4; los anticuerpos son productos solubles que especificamente
pueden neutralizar a toxinas, virus y bacterias, al prepararlas para ser fagocitados por células
fagociticas. La unién del antigeno de la célula B provoca que la célula B se active, prolifere y
expdnda su nimero de células las cuales eventualmente secretardn anticuerpos. El receptor del
antigeno de las células T reconoce a los antigenos solamente cuando el antigeno es asociado
con proteinas codificadas por genes del MHC (complejo principal de histocompatibilidad) y que
se expresan en la superficie de otras céluas, no respondiendo a antigenos solubles.

Los datos colectivos de muerte celular en el sistema inmune soportan la nocién de que la muerte
celular modela la forma de los tejidos o el desarrollo de los mismos y nos marca la forma y el
curso que tendra la respuesta inmune; todo esto conforma la evidencia de que la preponderancia
de los defectos inmunes en condiciones genéticas estara caracterizada por defectos en la cascada
apoptoética. La importancia de la muerte celular de mantener la homeostasis es reflejada
directamente en el nimero de condiciones fisiol6gicas que se originan como una consecuencia
de defectos adquiridos en la muerte celular, tales como la infeccién del VIH y/o el cancer.

Apoptosis en autoinmunidad

Como se ha comentado las células B capturan al antigeno por su anticuerpo de superficie,

posteriormente lo internalizan para que posteriormente sea expresado como un complejo
[péptido-antigeno] unido al MHC Il. Algo similar pasa con las células T; cuando CD4 y TCR en una
célula (T, 2) son enlazadas por un antigeno peptidico y por una MHC clase Il en la célula B, la
célulaT es activada y se producen sefiales de la célula B para que se inicie con la diferenciacién
y por tanto se secreten inmunoglobulinas. Cuando CD4 y TCR en una célula (T, 1) son enlazadas
por un antigeno peptidico y por una MHC clase Il en un macréfago, la célula T es activada y se
producen sefales hacia el macréfago para que destruya a los microorganismos celulares. Un
componente critico en esta sefialacion es la produccion de factores de crecimiento o citogquinas
que son requeridas en la proliferacion y diferenciacién de células inmunes. Las células T CD4*
por tanto funcionan como células T ayudadoras al ayudar (valga la redundancia) a células By a
otras APCs (por ejemplo: células dendriticas, monocitos y macrdfagos) a dividir y a diferenciar
mientras que las células T CD8* reconocen y se unen a complejos de antigenos virales procesados
con MHC clase | con las APC. Cuando CD8 y TCR en la célula T son enlazadas por un antigeno
peptidico y una MHC clase | en la APC, las sefiales de TCR le indican a la célula T que debe de
eliminar a la APC infectada. Las células T CD8* por tanto funcionan como linfocitos T citotéxicos
o citoliticos (CTLs) eliminando a células que han sido infectadas por virus, Las citoquinas
producidas por las células T CD4* ayudadoras son criticas en la eliminacién de células infectadas
por virus por CTLs CD8".



Asi los linfocitos B y los linfocitos T (tanto CD4' como CD8') funcionan en comun acuerdo para
sobrevivir y limpiar al organismo de invasores extrafos, los cuales pueden encontrarse en la
circulacién, en los tejidos, o en el interior de las células vivas; por lo que serd interesante
enfocarnos en cémo la infeccién provocada por el VIH es capaz de destruir este sistema de
vigilancia inmune.

El sistema inmune ha sido disefiado para reconocer y eliminar a los invasores extranos al
organismo tales como bacterias y virus, y los jugadores clave en este proceso son los linfocitos B
(los cudles maduran en la médula dsea) y los linfocitos T (los cudles maduran en el timo). .

Cada célula B expresa un anticuerpo Gnico en su superficie que es especifico para cada antigeno
en particular; este anticuerpo constituye el receptor de células B para antigenos (BCR),y cuando
se enlaza con determinado antigeno en presencia de células T ayudadoras, el BCR envia sefales
a la célula para que se divida y se diferencie provocando que el linfocito B secrete anticuerpos
especificos para ese antigeno. Los anticuerpos solubles secretados pueden reconocer y unirse a
los antigenos en los tejidos o en la circulacién con el fin de destruirlos; por lo que el
involucramiento de los anticuerpos en la vigilancia inmune es llamada inmunidad humoral
(Osborne er al., 1994; Budd et al., 1987).

Los linfocitos T por otro lado estan involucrados en lainmunidad celular ya que el reconocimiento
del antigeno y la unién al mismo ocurren durante la interaccién entre células.

Un punto critico en esta interaccion célula-célula es el reconocimiento del antigeno por parte
del linfocito T. Los linfocitos T no reconocen un antigeno especifico a menos que sea presentado
por una célula presentadora de antigeno (APC) la cuél fagocita al antigeno internalizdndolo del
entorno en vesiculas intracelulares (endosomas), y posteriormente procesa al antigeno que ha
sido internalizado generando péptidos inmunogénicos (péptidos derivados de proteinas
extranas); por otro lado en el interior de la APC se encuentran otras vesiculas las cuales contienen
moléculas MHC cubiertas por una membrana de glicoproteina, ambas vesiculas se fusionan (las
que contienen los péptidos inmunogénicos con las que contienen las moléculas MHC) y esta
fusion por enlaces no covalentes entre péptidos inmunogénicos con MHC derivan en un complejo
formado por moléculas MHC unidas al péptido inmunogénico; este complejo es entonces
transportado hacia la superficie celular y la fusién del endosoma con la membrana plasmatica
de la APC expresa en la superficie celular el complejo [péptido antigénico-MHC] el cudl se
presenta y ahora si es reconocido por las células T; por lo que las moléculas de MHC tienen una
gran importancia fisiol6gica ya que asocian a los linfocitos T con sus antigenos especificos.

Uno de los procesos mdas importantes durante el desarrollo de lainmunidad es la de remover los
linfocitos autoreactivos por medio de la apoptosis (Wyllie, 1980; Cohen and Duke, 1984). Sin el
proceso de seleccién negativa , la generacién aleatoria de un gran nimero de receptores de
antigenos para los linfocitos podria propiciar que se incremente el riesgo de una gran cantidad
de enfermedades autoinmunes como por ejemplo la didtesis autoinmune (Remuzzi G, 1988) en
la cual se presentan alteraciones del funcionamiento plaquetario y de su interaccién con el
subendotelio vascular por lo que los pacientes presentan con frecuencia complicaciones
hemorragicas que condicionan una importante morbi-mortalidad de estos pacientes. El
desarrollo de los linfocitos B y T es sujeto a un riguroso proceso de supresién ya que las
mutaciones encontradas en el desempeio de su funcién son las que inician con el proceso de
apoptosis y en consecuencia inician con la autoinmunidad.
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Los linfocitos T restantes que no son susceptibles a la apoptosis se activan via receptor de
antigeno de las células T (TCR). Las células T expresan receptores para el factor de crecimiento
IL-2 (interleucina-2) iniciando con una serie de pasos que llevan a la célula al ciclo celular (Smith,
1988). Para alcanzar la maxima produccién de IL-2 las células T deben ser co-estimuladas por
una segunda molécula llamada CD28 la cudl se enlaza a dos moléculas altamente reguladas por
los linfocitos B o por los macrofagos conocidas como B7-1 y B7-2 (Lenschow et al., 1994). Este
segundo receptor formado por CD28,B7-1 y B7-2 es conocido como CTLA-4, el cudl es expresado
transitoriamente por células T activadas (June et al., 1994) y confiere una sefal regulatoria
negativa para que las células T experimenten apoptosis (Gribben et al., 1995). Dentro del ciclo
celular inducido por IL-2 inicia una regulacion de la expresion de Fas en la superficie y una
sensibilizacion al ligando Fas (Altman et al., 1981). Como consecuencia, las células T que
participaron en el ciclo celular son méas vulnerables a la apoptosis inducida por Fas, creando una
situacién de balance entre lo que es la proliferacién y la apoptosis de las mismas.

La exposicién al ligando Fas resulta en la sensibilizaciéon de células T por lo que FasL de superficie
puede hacer que las célulasT se activen por ellas mismas (suicidio celular auténomo).Las células
del sistema inmune se encuentran entre las més dispuestas a la expansién clonal seguidas de
una rdpida supresién por medio de apoptosis. Esto agrega valor durante los procesos infecciosos
donde la rédpida expansién de las células inmunes es requerida, sin embargo esta fase proliferativa
debe controlar rapidamente la infeccién, para que no se provoque una reacciéon auto inmune;
cualquier defecto en el proceso de la apoptosis de los linfocitos podria iniciar con la presencia
de enfermedades autoinmunes.

La autoinmunidad puede resultar de defectos genéticos en la maquinaria apoptética, por
ejemplo, las mutaciones en genes de la maquinaria apoptética pueden ilustrar cémo estos
pueden impactar en la supresién de linfocitos y con esto provocar dafios autoinmunes.El ejemplo
clasico es el de ratones experimentales /pr y gd/ con apoptosis defectuosa en el sistema inmune
lo que provoca mutaciones en los genes Fas o FasL.(Watanabe-Fukunaga et al., 1992;Suda et al.,
1993). Con la edad, estos ratones desarrollan una enorme acumulacién de linfocitos, la mayoria
de los cuales tienen un fenotipo inusual de expresar el TCR en la ausencia de marcadores de
células T maduras, llamados CD4 (células T ayudadoras) o CD8 (células T citoliticas o citotéxicas)
(Davignon et al., 1985). La destruccién de una gran variedad de genes que gobiernan la apoptosis
de los linfocitos T puede precipitar una tendencia hacia los problemas de enfermedades
autoinmunes.

SIDA y muerte celular

El virus de la inmunodeficiencia humana esta clasificado dentro del género Lentivirus de la fa-
milia Retroviridae. Los virus de este género se caracterizan por fusionar y destruir las células del
huésped y por producir infecciones lentas, en las cuéles, la aparicién de los sintomas esta separada
del momento de la infeccién por muchos aiios. El VIH fue el primer Lentivirus con implicaciones
en la patologia humana, tiene dos serotipos a la fecha, el VIH-1 y el VIH-2. Por ser inmunotrépico
producen un deterioro cuantitativo, cualitativo y progresivo del sistema inmune del huésped
hasta causar el SIDA.
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El VIH-1 y el VIH-2 tienen estructura similar aunque diferenciada genéticamente. Los virus
maduros son esféricos, de 100 nanémetros de didametro, con una envoltura externa lipidica, con
72 proyecciones de proteina de envoltura (gp120), correspondiente a la parte externa de ésta,
unida a la proteina transmembrana (gp41) y debido a que geman a través de la membrana de
célula del huésped, la envoltura viral contiene proteinas celulares del huésped como HLA-DR,
HLA-clase | y B2-microglobulina.La nucleocépside, compuesta de una matriz externa, la proteina
17 y rodeando la parte externa del core que contiene el dcido nucléico, las proteinas 024 y p26.
Dentro de la nucleocédpside estan las dos cadenas de dcido nucléico y las enzimas asociadas,
proteasas, integrasas y transcriptasas reversas, ademds de algunas cadenas de ADN viral.El tipo
de acido nucléico es ARN con 9,200 nucleétidos para el VIH-1.

El mecanismo preciso por el cual el VIH causa una deplecién de los linfocitos T CD4* causando
inmunosupresién severa tiene algunas causas conocidas aunque no estd completamente
esclarecido: altos niveles de ARN dafiado o acumulacién de ADN no integrado, en citoplasma de
la célula del hospedero, gemacién del virus que dana la membrana celular y la formacién de
complejos CD4-(gp120) intracelulares.

Los érganos linfoides albergan VIH en mayor cantidad que las células periféticas durante todos
los estadios de la infeccién. La interaccidon de las células CD4 con los linfocitos B, las células
asesinas naturales y las citotoxicas se realiza principalmente por el contacto directo y la liberaciéon
de citocinas. Los factores secretados durante esta interaccién afectan el crecimiento y
diferenciacién de las células linfoides y hematopoyéticas y la funcién de las células no linfoides.

La defensa contra el VIH, como contra cualquier otro antigeno, requiere que este traspase las
barreras naturales de la piel y de las mucosas y ser fagocitado por un macréfago que lo digiera
y lo procese. El antigeno, una vez procesado, llega a la membrana del macréfago para ser
presentado por él y por otras células (dendriticas, endoteliales y linfocitos B) al linfocito T CD4*,
el cudl responde con la produccién de un clon que reconoce especificamente el antigeno
presentado y no uno diferente o modificado. Este hecho, es de gran importancia inmune, ya que
el VIH tiene una gran variabilidad genética.

Durante los ultimos aios se ha observado un notable progreso en pro del entendimiento de la
patogénesis de la infeccién provocada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Dicho
virus ha sido asociado con la supresion de células T CD4* y con la destruccién del sistema inmune.
De hecho los mecanismos de la supresién fueron confusos ya que los niveles del virus
encontrados en torrente sanguineo mostraban concentraciones muy bajas que hacian casi
imposible la mediciéon de la concentracién del mismo.Los avances mostrados en el entendimiento
del comportamiento del virus ha dado un vuelco al curso de la enfermedad provocada al utilizar
técnicas de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) las cuales nos ayudan a obtener
mediciones que son mas sensitivas. Aunado a esto, grandes concentraciones de virus fueron
encontradas en érganos linfoides, particularmente en estados tempranos de la enfermedad, por
lo que en los tltimos afos se ha encontrado con una gran cantidad de trabajos que relacionan
la carga viral con la progresién de la enfermedad, fortaleciendo la conclusién de que el virus es
el responsable de la supresion de células T CD4".
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La apoptosis es necesaria para la funcién inmune normal y para el desarrollo por lo que juega
un importante papel en la patogénesis del SIDA; las células T inmaduras mueren por apoptosis
en el timo si sus TCRs son especificos para antigenos propios —o sea autoreactivos- mientras que
las células T maduras mueren por apoptosis una vez que se ha presentado la estimulacién
antigénica, durante la seleccién de células T de alta afinidad en los tejidos linfoides periféticos
(Zheng et al., 1996), lo que significa la disminucién de la respuesta inmune (Lenardo, 1996;
Osborne et al., 1994).

La apoptosis es mediada por la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Fas,
en particular, ha sido estudiado extensivamente en afnos recientes, y la unién entre Fas y FasL
induce la proliferacién de apoptosis ya sea en la misma célula o en células vecinas (Anderson et
al., 1993; Brunner et al., 1995; Dhien et al., 1995; Ju et al., 1995). Los pacientes VIH positivos
presentan un alto porcentaje de linfocitos sanguineos periféricos positivos para la expresién de
Fas (Katsikis et al., 1995) y presentan una mayor concentracién de Fas por célula (Gougeon et al.,
1996); lo mas importante podria ser que tanto las células CD4* como las CD8* de pacientes
infectados por el VIH son més susceptibles de morir inducidos por FasL (Katsikis et al., 1995;
Estaquier et al., 1995).Se ha encontrado que Fas induce a la muerte de células T CD4* con mayor
frecuencia en pacientes sintomaticos que en pacientes asintomaticos (Katsikis et al., 1995).

El incremento de la expresién de Fas durante la infeccién VIH puede ser el resultado de la
activacién inmune crénica (Lynch et al., 1995); adicionalmente las proteinas de membrana CD4
muestran el incremento de la expresién de Fas (Oyaizu et al., 1994) y esto es posible porque la
gp120 se une con las CD4 regulando la expresién de Fas en células no infectadas, auxiliando con
esto al incremento de apoptosis inducida por Fas,ademas de que la gp120 ha mostrado aumentar
la muerte inducida por Fas en células T CD4* (Westendorp et al., 1995). La proteina Tat del VIH ha
incrementado el nivel de expresion de FasL en células T al adicionarse exogenamente
(Westendorp et al., 1995).Tat es secretada de las células infectadas (Ensoli et al., 1990) pudiendo
regular a FasL en células no infectadas. Estas pueden morir por ellas mismas al unirse al Fas
expresado por la misma célula o por otras células. Estos datos sugieren la participacion de Fas y
FasL y también sugieren su interacciéon en la apoptosis inducida por el VIH. Por otro lado la
inhibicién de la familia de proteasas apoptésicas ICE, las cuales participan en el sefialamiento
de Fas, inhiben la apoptosis en cultivos de células infectados por el VIH (Glynn et al., 1996).

Trabajos recientes muestran que la apoptosis ocurre cuando células infectadas y no infectadas
se colocan juntas en el mismo cultivo (Nardelli et al., 1995). La replicacién viral en los cultivos no
es requerida ya que la transcriptasa reversa y los inhibidores de la proteasa se encargan de
prevenir la apoptosis; de hecho los CD4 solubles o los anticuerpos que bloquean las interacciones
entre CD4-gp120 pueden boquear la apoptosis (Cohen et al,, 1992); ademas las células que
expresan solamente Env (gp160/gp120) pueden provocar la muerte de células CD4* no infectadas
(Cohen et al., 1992; Kolesnitchenko et al., 1995). Esta evidencia indica la interaccién de gp120 en
las células infectadas con CD4 en células no infectadas, lo que provoca la apoptosis en células
no infectadas.

La induccién de apoptosis por la unién de gp120 con CD4 puede ser provocada por el incre-
mento de la expresion de Fas o por la activacién del factor transcripcional AP-1 (Chirmule et al.,
1995) o por el reclutamiento de la tirosincinasa LcK (Corbeil et al., 1996), provocando una
activaciéon impropia de la célula (Kabelitz et al., 1993; Green and Scott, 1994),
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Las diversas evidencias revisadas indican que la apoptosis en la infeccién VIH es, en parte, mediada
por la senalizacién de Fas-FasL, y el mecanismo por el cual el VIH podria causar apoptosis en
células no infectadas podria ser por la interaccién entre CD4-gp120.El desarrollo de alternativas
como los medicamentos antiretrovirales que tuvieran blancos en proteinas virales podrian
prevenir la apoptosis al acelerar la muerte de las células, reduciendo la viremia e incrementando
la vida de los individuos infectados.

El principal misterio de la infeccién VIH es cdmo el virus provoca la destruccion de las células T
CD4* y finalmente las células T CD8". Varios posibles mecanismos de la muerte de células T
incluyen la destruccién de células T no infectadas, tanto CD4* como CD8*, y la posibilidad de
que el virus proteja a la célula que infecta hasta que la replicacién viral sea completada es latente.

El virus de inmunodeficiencia humana (HIV) es uno de los mas complejos conocidos hasta el
momento siendo un miembro de la familia de los retrovirus, y como otros retrovirus, contiene
dos cadenas de ARN, contiene también las proteinas esenciales para empaquetar y replicar,
ademds de ser codificado por los genes gag, pol y env. El VIH asi como otros retrovirus también
codifica para otras proteinas accesorias tales como Tat, Nef,Vpr y Vpu, las cuales tienen diversas
funciones en varios puntos de su ciclo de vida. Su genoma es complejo en funcién de que existen
muchos genes que no son comprendidos del todo y es de llamar la atencién que el estudio del
VIH es méas grande que cualquier otro estudio realizado sobre otro patégeno humano.

El VIH como otros retrovirus es un intermediario del ADN; los retrovirus contienen una enzima
llamada transcriptasa inversa que puede convertir el ARN virico en ADN en el citoplasma y
recientes trabajos sugieren que ocurren cambios conformacionales en el material genético
involucrado (Wu et al., 1996; Trkola et al., 1996). Este ADN puede replicarse desde sitios
extracromosomicos o dirigirse hacia el ntcleo celular,en donde pasa a formar parte del ADN de
la célula del hospedero y esta replicacién ocurre en todos los estados de la enfermedad (Pantaleo
et al.,, 1993; Embertson et al., 1993; Piatak et al., 1993; Ho et al.,, 1995; Wei et al., 1995; Perelson et
al., 1996); estos genes viricos integrados se duplican junto con los genes celulares normales, y
toda la progenie de la célula originalmente infectada contendré los genes viricos (Mellors et al.,
1996). La expresion de los genes viricos de algunos retrovirus puede ser oncégena, convirtiendo
la célula en un céncer, o tener otros efectos patolégicos que pueden alterar la funciéon normal
de la célula o producir su muerte.Se sabe que los retrovirus causan enfermedades malignas, y el
mismo virus puede provocar diferentes enfermedades en diferentes animales; hay tres grupos
de retrovirus que afectan al hombre los cuales tienen, todos ellos, una notable afinidad por los
linfocitos, en particular por los linfocitos T CD4*. El VIH infecta preferentemente el subgrupo
principal de células T, definido fenotipicamente como CD4' y funcionalmente como
colaboradoras (Ho et al., 1995; Wei et al., 1995; Perelson et al., 1996), las cuéles quedan entonces
agotadas, dando como resultado una disminucién de la proporcién de células CD4* con respecto
de las células CD8' citotdxicas o citoliticas (Zinkernagel and Hengartner, 1994; Feinberg, 1996);
el VIH puede actuar protegiendo a la célula infectada de la muerte hasta que dicha célula haya
producido una cantidad suficiente de virus y entonces la célula muere victima del sistema inmune.
Sin embargo, el virus también es capaz de infectar algunas células no linfoideas, como los
macréfagos y las células del tejido nervioso y probablemente permanece presente durante toda
la vida. Posterior a la infeccién por VIH puede producirse una amplia variedad de defectos
cualitativos y anormalidades funcionales de las células T, de las células B, de las células citocidas
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naturales (NK), de los monocitos y de los macréfagos; es decir, estdn afectados todos los
componentes del sistema inmunitario. A pesar del hecho de que puedan afectarse otras células
ademas de los linfocitos T CD4" e independientemente de si las anomalias observadas son de la
inmunidad celular o de la humoral, el espectro completo de la disfuncién inmunold6gica en el
SIDA se puede explicar por la pérdida de la funcién de los linfocitos T CD4* colaboradores cuyo
papel es de importancia critica (Nardelli et al, 1995). Puede aparecer una variedad de sindromes
neurolégicos como resultado de la infeccién, o probablemente, como resultado de la lesién
directa de las células del sistema nervioso por la infeccién con el VIH.
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Importancia en la oncologia clinica y en la terapia del cancer

El comin denominador més aparente en todos los cdnceres es su acelerado crecimiento, y esto
se ha observado tanto clinicamente como experimentalmente (Kerr et al., 1994). La proporcion
del crecimiento tumoral es un punto de gran importancia tanto para el estudio biolégico de la
progresiéon de la enfermedad como para el establecimiento de propuestas practicas en el
tratamiento del cdncer (Kerr et al., 1994). El estudio de la cinética de la proliferacién celular en
tumores ha producido importante informacién, particularmente en desérdenes relacionados
con el ciclo celular. Esta informacion contribuye al desarrollo de tratamientos anticdncer cuyo
fin es el de suprimir la proliferacion celular (Kerr et al., 1994). Recientemente se ha observado
que el incremento en la mitosis y la falta de diferenciacién son dos de los principales factores
que pueden explicar el crecimiento acelerado observado en las enfermedades malignas, de hecho
durante la década pasada se observé que la desregulacidn de la muerte celular programada
jugaba un papel importante en este fenémeno (Kerr et al., 1994). Se ha observado que en la
mayoria de los tumores malignos la apoptosis es inhibida por lo que se incrementa el ndmero
de células durante el desarrollo de neoplasias, incrementandose no sélo la actividad mitética
sino también disminuyéndose el rango de supresién celular el cual ocurre fisiolégicamente en
todos los tejidos para mantener el balance celular en todos los érganos (Kerr et al.,, 1994).

Las investigaciones y los descubrimientos realizados en esta area han demostrado que la
eliminacioén fisiolégica de las células es regulada por un programa genético que involucra
oncogenes y antioncogenes (Steller, 1995). Se supo que muchos de estos promotores y supresores
de secuencias de ADN jugaban un papel central en la carcinogénesis antes de que las acciones
regulatorias de la apoptosis fueran conocidas por lo que los investigadores han acordado que el
entendimiento de la bioquimica y de los caminos de sefialamiento molecular que controlan la
apoptosis es de suma importancia para el problema del cancer (Thompson, 1995). El estudio de
la muerte celular programada en enfermedades malignas nos ha permitido tener una mejor
comprension y entendimiento de la homeostasis de los tejidos; completando el mapa
esquematico de la carcinogénesis; lo que nos ofrece tener otra perspectiva de los mecanismos
de quimiorresistencia y quimioterapia; y sobre todo, ha abierto nuevas rutas para entender la
biologia de los tumores y el desarrollo de nuevos tipos de terapias (Clark, 1991).

Con el descubrimiento de la carcinogénesis quimica ha sido posible producir tumores
experimentales en animales y con estos modelos experimentales también ha sido posible analizar
los diferentes estados de la carcinogénesis; el primero que es un proceso rapido llamado de
transformacion y en el se presenta un evento inicial el cudl altera el ADN celular por medio de
una mutacién lo que convierte a la célula en inmortal, el sequndo que es un cambio lento y
progresivo llamado de promocién en el cual se intenta reparar el ADN alterado, se acumulan
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mutaciones sucesivas, se promueve la proliferacién celular, se inhibe la muerte celular
programada, y el tercero que es llamado de progresién, donde se presenta una inestabilidad
gendmica junto con otras mutaciones, la muerte celular programada es expresada en forma
irregular, se presenta un fenotipo de resistencia a ciertas drogas, y es aqui donde ocurre la invasion
y la formacién de metastasis (Ryser, 1971). Diversos estudios han complementado este esquema
relativamente simple al proveer otros estados intermedios que ocurren en la carcinogénesis
generando enfermedades malignas; estudios genéticos moleculares referentes a carcinoma de
colon de tipo hereditario han demostrado que una serie de anormalidades genéticas en los
cromosomas provoca que se acumule progresivamente en la mucosa del colon adenocarcinoma
invasivo (Service, 1994).

El primer cambio inducido por estimulos quimicos, fisicos o biolégicos es una mutacién que si
no es reparada se hereda a la progenie de la célula. Por muchos afos se supo que las células que
sufrian mutaciones se convertian en inmortales al mostrar un acelerado crecimiento, sin em-
bargo, no estaba totalmente claro cémo es que ocurria esto. La inmortalizacion de la célula no
es sindnimo de carcinogénesis, es s6lo un pre-requisito para que se desarrolle un fenotipo
maligno. Muchas de las lineas celulares de tumores son inmortales, y esto significa que han
perdido su capacidad de morir después de cierto nimero de duplicaciones celulares las cuéles
son especificas para cada especie (el cultivo de células humanas presenta aproximadamente 60
duplicaciones). Después del descubrimiento de que la muerte celular programada estaba
directamente involucrada en el control genético quedé claro que el transtorno del aparato
genético podria deberse a la falta de respuesta, por células malignas, a sefiales de muerte, desde
proto oncogenes hasta genes supresores alterados durante la carcinogénesis y que juegan un
papel clave en la regulacién de la muerte celular (Kerr et al., 1994; Strasser and Vaux, 1996).

Al analizar en nivel molecular las diferentes etapas la carcinogénesis se ha encontrado que el
proceso de evolucién neoplasica es muy complicado y el modelo de cancer de colon nos muestra
que miltiples cambios genéticos ocurren después de que la célula ha experimentado expansion
clonal (Vogelstein et al., 1988). Estos cambios incluyen mutaciones, rearreglos cromosémicos,
amplificacién de genes y el aumento o la pérdida de algunos cromosomas. Se ha estimado que
se requieren entre tres y siete eventos genéticos aleatorios e independientes para convertir una
célula normal en una célula cancerosa y probablemente se requieran mucho mds para que se
produzca invasion y formacién de metéstasis (Baker et al., 1989; Hollstein et al., 1990). Estos
transtornos genéticos usualmente incrementan la actividad de algunos oncogenes y eliminan o
mutan o suprimen algunos genes, lo que provoca un incremento en la proliferacién celular y
una alteracion en la diferenciacién. Estas dos anormalidades han sido consideradas suficientes
para explicar el crecimiento de tumores, sin embargo la inhibicién de la supresién de células
normales que regulan la homeostasis en tejidos ofrece pardmetros adicionales para explicar el
crecimiento descontrolado de neoplasias malignas. Las anormalidades genéticas que ocurren
durante las diferentes etapas de la carcinogénesis afectan directamente a la apoptosis, de hecho
la inhibicién de la muerte celular juega un papel importante en el crecimiento de tumores en
conjunto con la estimulaciéon de la mitosis y con la supresién de la diferenciacion celular (Clark,
1991).

El balance entre la produccién celular y la pérdida celular en los tejidos adultos se denomina
homeostasis y garantiza un nimero constante de células en tejidos y 6rganos de organismos
adultos maduros. Cuando este balance se pierde, se puede presentar atrofia o hiperplasia (Th-
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ompson, 1995). Los mecanismos moleculares que proveen el control fino de la homeostasis de
los tejidos empieza a ser entendido con mayor precisién, esto incluye infinidad de sefales,
receptores y segundos mensajeros que se encuentran bajo control genético. Por muchos afnos
el crecimiento descontrolado de células fue considerado tanto el resultado de defectos en el
control de genes como el resultado de defectos en la proliferacion y diferenciacion celular, lo
que podria ser una evidencia substancial de que la muerte celular es de vital importancia en el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. El crecimiento del cdncer representa una de las
mas obvias anormalidades en el equilibrio de los tejidos que provoca una ganancia progresiva
del nimero de células la cuél no puede ser solamente explicada por la estimulacién continua de
la divisién celular de las clonas de células malignas.

Se ha observado que el tiempo en el que se lleva a cabo el ciclo celular en células de tumores
malignos en humanos es mayor que en células humanas y es aceptado de manera general que
el crecimiento de tumores muestran una actividad mitética elevada, aunque existen muchos
ejemplos en los cuales es verdaderamente dificil encontrar una figura mitética en una seccién
numerosa de tejidos como es el caso del carcinoma de prostata (Nowell, 1976), sin embargo, no
hay que perder de vista que el incremento de la replicacién celular no es la Unica explicacién del
continuo incremento de células ya que por otro lado la inhibicién del rango normal de la pérdida
de células es otro factor de importancia en este proceso. En diferentes tejidos las células parecen
coexistir bajo un control social que requiere de sefiales de sobrevivencia de otras células las
cuales evitan que el programa de muerte celular se active. Una célula con una mutacién
hereditaria afecta la muerte celular o estimula la produccidn de factores autdcrinos de
sobrevivencia lo que provoca un crecimiento celular en un ambiente antisocial. La relacién en-
tre la replicacidn celular y la muerte celular se podria definir como el rango de crecimiento del
tumor en cuestion (Clark, 1991; Kerr et al., 1994). Muchos de los canceres surgen de una simple
célula que es monoclonal de origen y durante la progresién del tumor provoca una gran
inestabilidad genética ya que se deriva en varios clones,y muchas de las enfermedades malignas
muestran la existencia de poli clones que se expresan de diferentes maneras (Nowell, 1976).

La supresion de la muerte celular se hace presente durante la carcinogénesis,sin embargo, nunca
se suprime el mecanismo apoptdtico por completo, las células pueden perder genes apoptéticos
clave como el p53 o pueden tener altos niveles en la expresion del gen antiapoptético Bcl-2
conservando la habilidad de experimentar apoptosis (Harrington et al., 1994). En términos de
replicaciéon celular, los tumores contienen cuatro poblaciones de células neoplasicas: i.células
del ciclo celular, ii.células que pueden ser reclutadas al ciclo celular, iii.células que no son capaces
de dividirse porque estan parcialmente diferenciadas y iv.células apoptoticas o células que estan
muriendo. Por muchos ainos las estrategias terapéuticas han sido dirigidas en contra de las
poblaciones (i.y ii.) sin embargo recientemente se han realizado esfuerzos importantes enfocados
a estimular terapias novedosas hacia la muerte celular ya que es de vital importancia en tumores
malignos, tanto para oncélogos clinicos como para los experimentales (Fisher, 1994).

Durante el proceso de carcinogénesis ocurren mutaciones que afectan a muchos de los genes
que regulan la muerte celular programada, dichos genes, pueden ser agrupados en dos grandes
categorias:i.los represores, los cuales al expresarse pueden prevenir o eliminar la muerte celular
y ii.los inductores, los cuales al expresarse pueden inducir directamente la muerte celular o
incrementar la susceptibilidad de las células a la induccién de estimulos de muerte (Kerr et al,,
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1994; Strasser and Vaux, 1996). Muchas células malignas muestran cambios en la expresién de
sus genes, presentan mutaciones en sus genes, o eliminan oncogenes y antioncogenes; tales
genes pueden ser Bcl-2, p53, myc, ras, alterando el programa genético de la eliminacién celular.
Otros cambios ocurren a nivel de receptores celulares, tales como APO-Fas Ligando y receptores
de TNF; también se muestran cambios en la actividad de las proteasas y de la familia ICE,y cambios
en la sefalacién de la ceramida-esfingomielina (Strasser and Vaux, 1996).

La mutacion del gen p53 es una de las lesiones genéticas mds cominmente observadas en el
surgimiento espontdneo de tumores. Mas del 50% de todos los cdnceres humanos presentan
alguna anormalidad en p53, y las mutaciones de p53 se caracterizan por que presentan
caracteristicas hereditarias en los diferentes cdnceres humanos (Hollstein, 1991). El papel cen-
tral de las alteraciones del p53 en la carcinogénesis ha sido confirmado en diferentes estudios
con animales (Kastan et al.,, 1992) , en ratones transgénicos que contienen multiples copias de
una variedad del gen p53 que ha sido mutado se observa el desarrollo de un 30% de tumores en
pocos meses (Kastan et al., 1992).

Este gen supresor juega un papel importante como mediador del ciclo celular ya que detiene el
mismo cuando detecta algin dafio en al ADN. Se ha demostrado que cultivos de células tratadas
con agentes que dafan el ADN detienen su ciclo celular en G1 y presentan un dramético incre-
mento en la expresion del gen p53 (Kastan et al., 1992), en contraste con esto, en células de
tumores o en células normales que carecen de p53 no se detiene el ciclo celular en G1 después
de que son expuestas a radiaciones (Kastan et al., 1992).

Se ha postulado que p53 es un mediador del ciclo celular ya que detiene la fase G1,
proporcionandole a la célula suficiente tiempo para que repare su ADN dafado por alguna lesién
genética evitando que se propague dicha lesion si la célula entra en la fase S prematuramente;
por lo que p53 juega un papel importante en el mantenimiento de la estabilidad genética y su
pérdida incrementaria la presencia de anormalidades genéticas que derivarian en un incremento
en la susceptibilidad a transformaciones malignas. Es por esto que p53 es tan importante en la
apoptosis, presumiblemente cuando se produce algin dafo irreparable en al ADN por
radiaciones o por otros agentes el p53 activa el programa de muerte celular para prevenir la
propagacién del dafio genético. Cuando p53 es suprimido o sufre mutaciones aparecen un gran
nimero de canceres afectando a células que son incapaces de experimentar apoptosis; asf las
células que han perdido al gen p53 no pueden detener su ciclo celular y como consecuencia el
ADN dafado pasa sin restriccion a la fase S antes de que ocurra alguna reparacion lo que incre-
menta la acumulacién de mutaciones y la célula se mantiene viva aunque la apoptosis sea
inhibida (Kastan, 1991; Yonish-Roauch et al., 1991; Shaw et al., 1992). Alin no esta bien definido
cémo es que el ADN danado estimula la expresién de p53 y como es que este gen regula la
activacién de la muerte celular programada o por qué el p53 detiene el ciclo celular en la fase
G1 en algunas células cancerosas.

El gen Bcl-2 es un inhibidor de apoptosis (Korsmeyer, 1992) ya que promueve la sobrevivencia
celular ante diversos estimulos como podrian ser drogas genotoxicas, radiacion por ionizacién y
el uso de glucocorticoides (Sentman et al., 1991; Reed, 1994). El papel de este gen antiapoptosis
en la génesis de linfoma y de otros cdnceres como el cidncer prostético independiente de
andrégenos aun no esta bien definido; en ratones Bcl-2 transgénicos se ha encontrado que
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tumores B-linfoides aparecen pero solamente después de un largo periodo de latencia, lo que
sugiere la necesidad de que se presenten mutaciones adicionales, por lo que la sobreexpresion
de myc puede cooperar con el gen Bcl-2 al promover diferentes canceres (Hermeking and Eick,
1994), y presumiblemente la cooperacién de otros oncogenes como ras, es necesaria para que
se lleve a cabo la transformacién maligna (Fernandez Sarabia and Bischoff, 1993).

Al ser expresado por diferentes tumores Bcl-2 nos podria mostrar la quimio resistencia o la radio
resistencia incrementando con esto los prondsticos clinicos actuales. La posibilidad de usar al
gen Bcl-2 como un marcador indirecto de resistencia a muerte celular es un punto de gran interés
en la actualidad y éste ya ha sido usado en algunas neoplasias hemato inmunolégicas tanto
como en otro tipo de canceres.

Myc puede promover apoptosis tanto como proliferacion, y esta doble actividad es asociada
con sefales de sobrevivencia ya que podria proveer seguridad, sin embargo en el caso de que se
presente una mutacién, el gen Bcl-2 inhibiria la actividad apoptética de myc y la convertiria en
actividad proliferativa. El proto-oncogen c-myc coopera con el gen supresor de tumores p53.En
fibroblastos inméviles de ratones experimentales que expresan la proteina p53 en su forma
nativa, la activacién de c-myc induce tanto apoptosis como un reingreso al ciclo celular; en
contraste, en fibroblastos inmdviles de ratones experimentales que carecen de la proteina p53,
la activaciéon de c-myc induce el reingreso del ciclo celular pero no induce la apoptosis
(Hermeking and Eick, 1994). Estos mecanismos sugieren que p53 actia como un mediador de
apoptosis ya que adopta el papel de un mecanismo de seguridad al prevenir la proliferacion
celular inducida por la activacién del oncogen.

~ Muerte celular neuronal durante el desarrollo
v en la enfermedad

Durante la década pasada emergieron con gran fuerza la muerte celular programada y la
apoptosis tratando de describir las consideraciones morfolégicas dentro del mecanismo de
estudio de traduccién de sefales intracelulares. Andlogo a esta sefalizacién de eventos que
regulan la proliferacion y diferenciacion, las sefales que se encargan de mediar la muerte celular
en las neuronas requiere de factores extracelulares para activar los receptores transmembranales.
Los ligandos unen a los receptores, asi como Fas Ligando (FasL) y el Factor Necrosante de Tumores
(TNF) que unen a los receptores Fas y TNF respectivamente orquestando un ensamble de
complejos multiproteinicos y la formacion de segundos mensajeros que transmiten sefales de
muerte celular a células sanas y funcionales. Muchos de los caminos que sefalizan la apoptosis
han sido identificados asi como muchas de las proteinas que participan en los mismos han sido
caraterizadas y todo esto se ha asociado con mecanismos de muerte celular neuronal y con
factores neurotréficos que regulan la sobrevivencia neuronal y la apoptosis.

Los receptores neutrofinicos son una familia de cinco factores de crecimiento polipeptidicos
que promueven la diferenciacién y la sobrevivencia neuronal; estos son el factor nervioso de
crecicimiento (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), y las neutrofinas 3,4/5 y
6 (NT-3,NT-4/5 y NT-6) (Snider, 1994); cada neutropina es mediadora de la accién en respuestas
neuronales y se une a dos clases de receptores celulares de membrana que son el receptor de
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neutrofinas de baja afinidad (p75) y los miembros de la familia Fas/TNF. El primer tipo de recep-
tor es el p75 que se une a todas las neutrofinas e influencia la alta afinidad del NGF uniendo y
ligando la internalizacién lo que lo hace jugar un papel definido en la apoptosis; el sequndo tipo
de receptor consiste en la familia de tirosina cinasas (familia Trk) compuesta por TrkA, TrkB y
TrkC quienes comparten hasta en un 50% su secuencia en sus dominios extracelulares y un 85%
en sus dominios citoplasmaticos.TrkA, TrkB y TrkC sirven como receptores para NGF, BDNF y NT-
3 respectivamente, mientras que TrkA y TrkB pueden también actuar como receptores para NT-
4/5 (Snider, 1994). Otras moléculas que también influencian la diferenciacién y la sobrevivencia
de neuronas en la periferia y en el sistema nervioso central incluyen a miembros de la familia de
las neurocinas, incluyendo el factor neurotréfico ciliar (CNTF), al factor inhibitorio de leucemia
(LIF),y a otros factores neurotroéficos de crecimiento tales como el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de insulina (IGF), factor neurotréfico derivado de células
gliales (GNDF) y proteina morfogénica de unién (BMP) (Snider, 1994).

En tejidos no neuronales los receptores neutrofinicos juegan algun papel definido como es el
caso del corazén, intestino, higado, testiculos, rinén y musculo liso vascular (TrkC) (Klein et al.,
1989).

El papel de NGF durante el desarrollo del sistema nervioso simpético es critico (Levi-Montalcini,
1987). NGF es producido en cantidades limitadas por tejidos blanco, los procesos promotores
de la formacién y el mantenimiento de la inervacién por la respuestas de neuronas en orden de
corresponder al niimero de neuronas que inervan al drea en cuestién se realiza de acuerdo con
las necesidades de cada tejido; de hecho, en el periodo perinatal, aproximadamente el 50% de
esas neuronas mueren por muerte celular programada cuando sus axones alcanzan sus blancos
en condiciones de concentraciones limitadas de neurotofina; y este modelo es comprobado
por experimentos en los cudles la administracion de NGF exégeno en los tejidos blanco aumentan
la densidad de inervacién (Levi-Montalcini, 1987).

La importancia de los receptores de neurotrofina radica en que promueven la sobrevivencia
neuronal y regulan el niimero de neuronas (Snider, 1994) y cada receptor de neutrofina juega
un distinto papel en el desarrollo del sistema nervioso de los mamiferos, por ejemplo, la
destruccién de blancos para el receptor TrkA/NGF provoca muerte neuronal extensiva en
neuronas trigeminales, simpdticas y de la médula dorsal (tres blancos especificos de NGF)
disminuyendo con esto la actividad colinérgica en la parte anterior del cerebro (Smeyne et al.,
1994). Destruccién similar en blancos para los receptores TrkB y TrkC resulta en deficiencias
especificas en el sistema nervioso periférico (Klein et al., 1993) mientras que en el sistema nervioso
central han sido dificiles de evaluar (Klein, 1994). En diferentes estados de desarrollo, maduracién
y envejecimiento, diferentes neuronas pueden adquirir o perder la dependencia de neurotrofinas
particulares, de hecho, el papel de las neurotrofinas durante la vida y la muerte de una neurona
en particular estd sujeto a una regulacién dindmica de los cambios.

Evidencia genética y bioquimica implica a la familia de proteasas ICE/CED-3 en la mayoria si no
es que en todos los caminos de sefialamiento de muerte celular fisiol6gica (Cryns and Yuan,
1996; 1997). Esta superfamilia de proteasas comparte un pentapéptido QACXG como sitio activo
con una absoluta dependencia de la actividad catalitica de la cisteina (Alnemri et al., 1996; Yuan
et al., 1993; Nicholson et al., 1995). Una vez activadas todas las caspasas rompen enlaces de
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proteinas en residuos especificos de aspartato (Thornberry et al., 1992; Wilson et al., 1994) han
observado que en C.elegans la mutacién de ced-3 elimina el programa de muerte celular, lo cual
ocurre durante su desarrollo por lo que estos datos indican que ICE es capaz de iniciar con el
proceso de muerte en numerosas poblaciones de sistemas invertebrados. En cultivos de células
de médula espinal con una microinyeccién de crmA que es un inhibidor especifico de las
proteasas ICE se protege a estas neuronas de la apoptosis al retirarse el NGF (Gagliardini et al,,
1994), este trabajo sumado a otros realizados sugiere que la cistein proteasa es un efector clave
en la muerte celular en el sistema nervioso de los vertebrados.

Las proenzimas de las caspasas estdn presentes en las células sanas por lo que no requieren de
un proceso de induccién durante la apoptosis (Weil et al., 1996) por lo que la activacién es
escasamente controlada por la regulacién negativa, y esto toma tintes complejos al observar la
presencia y la co-expresion de todas las caspasas que han sido identificadas en la misma célula
(Alnemri et al., 1996; Greidinger et al., 1996; Takahashi et al., 1996). Diferentes caspasas
desempenan funciones redundantes; de hecho CPP32 es autocatalitica cuando se inicia la
apoptosis (Wilson et al., 1994) y también regula la actividad de otras caspasas y puede ser activada
por las mismas, como es el caso de cuando es activada por Mcho.(Takahashi et al., 1996) o por
proteasas de linfocitos citotéxicos o por granzima B (Martin et al., 1996). Asi la activacion
secuencial de la cascada de las proteasas puede amplificar la apoptosis y dicha activacién puede
ser iniciada en estados de homeostasis. Una vez activadas, las caspasas se involucran rdpidamente
en una serie de procesos biolégicos, incluyendo la destruccién de sitios de unién en substratos
celulares (Fraser et al., 1996) tanto como en la activacién de rutas de sefialamiento (Pronk et al.,
1996; Juo et al., 1997). '

Hasta que no se tenga un total entendimiento de el sefialamiento de las caspasas nos
quedaremos con el postulado que indica que la degradacion selectiva de uno o mas substratos
de las caspasas resulta en la muerte de la célula y que este fenémeno se transmite por herencia
de generacién en generacién. La apoptosis es un activo proceso celular que involucra tanto a
células sanas como a células en condiciones patolégicas tales como enfermedades
neurodegenerativas, enfermedad vascular cerebral (EVC) y enfermedad de Alzheimer.

Muerte celular en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la cuarta causa de muerte en el primer mundo ademas de ser la
primera causa de demencia en la senectud. Afecta principalmente al 12% de los individuos
mayores a 65 anos y este porcentaje aumenta a 45% para individuos de 85 anos (Evans et al.,
1989). Tipicamente se presenta en los pacientes una pérdida de la memoria, cambios de
personalidad y disturbios de comportamientos. Una premisa comun es la pérdida irreversible
de la funcién cerebral por la destruccién de las sinapsis y la pérdida de neuronas que hacen
estas sinapsis.

Si la apoptosis es un mecanismo de degeneraciéon neuritica y de muerte celular en la
enfermedad de Alzheimer, entonces es posible identificar a los inductores moleculares que se
encargan de regular este mecanismo (Benitez-Bribiesca L, 1996). Uno de estos agentes podria ser
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el péptido B-amiloide, el cual es un aminoacido generado de un proceso proteolitico y precur-
sor de la proteina amiloide la cual ha sido implicada como un factor critico en la
neurodegeneracion de la enfermedad de Alzheimer.

La apoptosis es generalmente definida con un estricto criterio morfolégico que incluye la
contraccién de las células, el englobamiento de las membranas, la condensacién de la cromatina
y la fragmentacién nuclear. La fragmentacién nuclear es acompaiada por el desdoblamiento
del ADN en fragmentos largos de oligonucleosomas detectables por gel de electroforesis en
muchos de los modelos de apoptosis (Duke et al., 1983; Tepper and Studzinski, 1992; Zakeri et
al., 1993). El proceso de degradacién de ADN produce una serie de fragmentos de ADN el cual
contiene hidroxilos terminales los cuales pueden ser etiquetados por enzimas como la
desoxinucleotidil transferasa terminal; se ha reportado que las células presentes en la enfermedad
de Alzheimer muestran niveles altos de cadenas rotas por lo que al usar la desoxinucleotidil
transferasa terminal muchas de las células exhiben una actividad apoptética al mostrar un
encogimiento, una forma celular irregular y la presencia de cuerpos apoptéticos consistentes
con los criterios morfol6gicos observados en la apoptosis (Duke et al., 1983; Zakeri et al., 1993).

Otros marcadores bioquimicos estan también siendo utilizados para reconocer la apoptosis en
los tejidos de la enfermedad de Alzheimer como es el caso de c-Jun, mecanismos locales de
degeneracion y la sobreexpresion de la proteina fodrina en el citoesqueleto, la cual sugiere que
es un substrato de muerte para las caspasas (ICE/Ced-3) (Martin and Green, 1995; Martin el al.,
1995;Vanags et al., 1996) por lo que es posible que diferentes mecanismos apoptéticos participen
en el proceso de degeneracién.

Es bien sabido que varios miembros de la familia Bcl-2 pueden regular la sobrevivencia de las
células por lo que la pérdida de este mecanismo protector puede iniciar con algunos aspectos
del programa de la muerte celular y dafar al ADN. En linfocitos humanos se ha mostrado que
Bcl-2 protege de dafo al ADN y de la consecuente ruptura de las cadenas del mismo (Reed,
1994).Cuando se presenta un dafo en el ADN este es reparado y una de las enzimas que participa
en esta reparacion es Ref-1, por lo que un aumento en la expresién de Ref-1 nos indica que ADN
esta siendo reparado y que c-Jun quien es un regulador transcripcional se encuentra en actividad
(Abate et al., 1990).

Aspectos genéticos y moleculares de la apoptosis en los
ovarios

Como el mayor érgano enddcrino, el control de la apoptosis en el ovario por hormonas sistémicas
y locales es extremadamente complejo; dada la complejidad y la especificidad de las especies
es que existe una regulacién de apoptosis en el ovario. Esfuerzos e investigaciones dirigidos
hacia la evaluacién de efectos intracelulares en la muerte celular fisioldgica puede proveer datos
de gran importancia para el entendimiento de las bases de la apoptosis en el ovario en los
vertebrados, lo cual estd apoyado por una sélida fundacién de investigacién derivada de analisis
genéticos y moleculares de apoptosis en tejidos extra gonadales y en células de tumores
(Korsmeyer, 1995; Wyllie, 1995; Patel et alii., 1996; Yang and Korsmeyer, 1996) y estas
investigaciones revelan la existencia de genes y sefales intracelulares conservadas a lo largo de
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la evolucién y que son las encargadas de la sobrevivencia celular o de la muerte en diversos
tejidos, incluyendo al ovario.

Es un hecho que el incremento de efectores de muerte celular y también que los miembros de
la familia Bcl-2 han emergido como los principales responsables de la cascada de eventos
activando o inhibiendo la apoptosis (Korsmeyer, 1995; Yang and Korsmeyer, 1996) ademés de
que reportes recientes han encontrado un vinculo entre Bcl-2 y la funcién mitocondrial (Zamzami
et al., 1996). Evidencia directa que involucra a la mitocondria con la apoptosis sugiere que el
papel del metabolismo celular y la generacién de especies de oxigeno reactivo se encuentran
estrechamente relacionadas (Buttke and Sandstrom, 1994) y en este sentido Bcl-2 ha demostrado
prevenir la muerte celular inducida por acumulacién de radicales libres de oxigeno (Hockenberry
etal., 1993;Kane et al., 1993) y esta funcién fue atribuida a la localizacién intracelular en la mem-
brana mitocondrial (Hockenberry et al., 1990; Krajewski et al., 1993) lo que implica que la
mitocondria es un contribuidor directo para la iniciacién de la apoptosis via la activacién de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (Zamzami et al., 1993; Marchetti et al., 1996), y se
han relacionado acciones antiapoptdsicas de Bcl-2 (Zamzami et al., 1996) con acciones
proapoptésicas de Bax en la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Xiang et al., 1996).

En el ovario, muchas de las proteinas que regulan la apoptosis codifican para la familia de genes
Bcl-2 e investigaciones recientes sugieren que el incremento en la expresién de el factor de
susceptibilidad hacia la muerte, Bax, se encuentra relacionado con la apoptosis en células
granulosas y en células del cuerpo liteo (Knudson et al., 1995), de hecho ratones experimentales
con el gen Bax destruido no son capaces de expresar la proteina funcional Bax mostrando un
gran namero de anormalidades fenotipicas en el ovario, incluyendo aparentes defectos en la
induccion normal de apoptosis en células granulosas (Knudson et al., 1995). Es importante la
significancia clinica de estas observaciones en el mantenimiento de la fertilidad en mujeres
jévenes tratadas de cancer (Benitez-Bribiesca L, 1996).

Otro componente central en la senalizaciéon de la muerte celular, particularmente en células
tumorales expuestas a quimioterapia o radioterapia es la proteina antioncogénica p53 la cual
representa un ejemplo de una proteina bifuncional involucrada con la regulacién de proliferacién
celular y de muerte celular (Ko and Prives, 1996). La respuesta de p53 promueve la expresién de
altas concentraciones de bax (Miyashita and Reed, 1995) mientras que el gen promotor Bcl-2
contiene un elemento represor que se une al p53 iniciando con la supresién de la expresién de
dicho gen ((Miyashita et al., 1994). Por tanto la combinacién de las acciones de genes como p53
y bax (provocan inremento en la muerte celular) y la combinacién de p53 y Bcl-2 (provocan
decremento en la muerte celular) favorecen la bioactividad e incrementan el potencial de muerte
(Oltavi et al., 1994; Oltavi and Korsmeyer, 1994; Yang and Korsmeyer, 1996). En el ovario la
acumulacién nuclear de la proteina p53 ha sido identificada en células granulosas de los foliculos
ovaricos; en otros sistemas celulares al activarse p53 se provoca una translocacién con el
consecuente dano del ADN que provoca una acumulacién de diferentes especies de oxigeno
reactivo el cudl es un componente importante en el sefialamiento de la muerte celular en diversos
linajes de células (Kastan et al., 1991; Buttke and Sandstrom, 1994).



La genética de la muerte celular emerge de estudios realizados con el Caenorhabditis elegans y
en tumores humanos. La funcién antiapoptdésica del gen Bcl-2, inicialmente se descubrié como
una proteina que contribuia al desarrollo de tumores humanos en células B linfoides, y se
encontré que funcional y estructuralmente estaba relacionado con ced-9 (Hengartner and
Horovitz, 1994). Posteriormente mutaciones en ced-3 revelaron el papel de los genes en la cascada
proteolitica de las caspasas y de la familia de la enzima convertidora de angiotensina ICE (Yuan
et al., 1993). La forma exacta en que los genes Bcl-2 interacttian con la familia de las caspasas
aun no esté claro del todo, sin embargo evidencia reciente sugiere que la activacién de las
caspasas puede deberse a la liberacién del citocromo c de la mitocondria, y que Bcl-2 y bcl- L
blogquean la liberacién del citocromo c (Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997). Los efectos
antiapoptésicos de Bcl-2 y bcl- L se han extendido en muchos tejidos —~uno de ellos el tejido
ocular- el cual es un real candidato a ser estudiado por su capacidad de inhibir la apoptosis
retinal. Varios laboratorios de investigacién buscan actualmente explotar la actividad
antiapoptética de estos genes utilizando en ratones transgénicos los promotores de opsina IRBP
y los primeros resultados reportados son alentadores (Chen et al.,, 1996). Estos promotores de
opsina han aumentado la expresién del gen Bcl-2 y han hecho que se presenten mutaciones en
ratones albinos expuestos a luz brillante por 24 horas. Curiosamente, la expresién de altos niveles
de Bcl-2 han sido perjudiciales para los fotoreceptores ya que estos ratones transgénicos pierden
las células de sus fotoreceptores a los pocos meses siendo estos resultados exepcionales ya que
al realizarse la localizacion de proteinas por técnicas de inmunocitoquimica se tiene que los
fotoreceptores se encuentran en el segmento interno que es donde muchas de las células de la
mitocondria residen (Chen et al., 1996).

El cristalino se ha convertido en un objeto de estudio de diferenciacién celular y de control de
muerte celular ya que su tipo de células son tnicas y pueden ser utilizadas con diferentes
marcadores de diferenciacién que muestran las alteraciones en el desarrollo y que permiten
estudiarlas cuantitativamente. Durante la diferenciacion normal, las células fibrosas del cristalino
pierden su ndcleo y sus organelos, y algunos aspectos del reensamble de la apoptosis revela la
presencia de fragmentos de ADN definidos y células fibrosas del niicleo al utilizar electroforesis
con agarosa y la técnica TUNEL. Estas células no mueren y por tanto no son fagocitadas por sus
células vecinas por lo que la apoptosis se ve frustrada, y la localizacion del gen p53 en el ARNm
in situ revela la restriccién de esta expresion en el epitelio anterior y lateral mas no en la parte
central del cristalino, donde encontramos las células que no tienen nticleo (Pam and Griep, 1995).
Este proceso de destruccién nuclear es independiente de p53; mientras que la pérdida del niicleo
y la diferenciacién de las células fibrosas del cristalino fue normal en ratones experimentales
con p53,los vasos pequenios involucrados en el desarrollo del cristalino no mueren por apoptosis
cuando estdn maduros, lo que sugiere que el desarrollo del tejido cardiovascular es perturbada
por la pérdida de este gen (Pan and Griep, 1995). Al ser investigados los mismos genes en
apoptosis retinal, donde se evalia la diferenciacién celular del cristalino se encuentra una
acumulacién y proliferaciéon anormal de fibras celulares en la parte anterior del cristalino, lo que
sugiere que la apoptosis es consecuencia de la activacion del gen p53 (Morgen-besser et al.,
1994).
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Descubrimientos sobre los genes, a partir del estudio de la vida y la muerte de las células de un
nematodo que puso de manifiesto que la regulacién del programa de muerte constituye una
fuente de plasticidad adaptativa, permitieron comprender mejor los origenes de las
enfermedades ligadas a la degeneracién de las células, al identificar los genes que intervienen
en la regulacién de la ‘'muerte programada’ de las células, es decir el proceso que permite
mantener un nimero apropiado de células en los tejidos, se logré6 comprender mejor ciertas
enfermedades en las que dicho equilibrio se rompe, como el SIDA o el infarto de miocardio, en
las que hay un exceso de células perdidas en razén de una ‘muerte programada’ demasiado
importante, o los canceres, en los que, por el contrario, siguen viviendo y reproduciéndose un
ndmero excesivo de células tedricamente destinadas a morir.

Ya que la muerte celular esta controlada por informacidn genética, este proceso esté sujeto al
efecto de mutaciones, las que junto con condiciones del medio ambiente celular constituyen la
materia prima de la evolucién.

Quedan aun por identificar los genes cuya expresidn controla la expresidn constitutiva del
programa de muerte celular en linfocitos y en neuronas. Por otro lado, existen genes con un
efecto protector, para los que a pesar de conocerse los productos génicos y el resultado funcional
de su sobreexpresién, atin se desconocen en detalle las bases bioquimicas de su funcionamiento.

Una mejor comprensién de los mecanismos bioquimicos que llevan a la muerte serd de gran
utilidad para entender y posiblemente tratar entidades patol6gicas como la enfermedad de
Alzheimer, el SIDA y el desarrollo de tumores, que resultan de alteraciones en el programa de
muerte celular; en caso de lograr un total entendimiento de dichas bases bioquimicas de los
cambios morfolégicos podremos conocer la Biologia Molecular de las enfermedades y crear
nuevas alternativas terapéuticas en areas tan diversas como el cancer, los trasplantes, las
enfermedades autoinmunes y los procesos inflamatorios sistémicos que revolucionarian a la
medicina de hoy en dia, ya que se podria individualizar cada entidad patolégica en cada individuo
y con esto se obtendrian tratamientos especificos e individualizados.
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