APOPTOSIS, ENFERMEDAD Y TERAPEUTICA"
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1. Introduccion

El nimero de células en un tejido se mantiene mediante un estricto equilibrio entre
la proliferacién y muerte, siendo el reemplazo celular un mecanismo necesario para el
normal funcionamiento de los organismos multicelulares. La muerte supone una faceta
natural e irremediable de la vida y las células de un tejido han de morir en el lugar y
momento precisos para no ocasionar anomalfas que conduzcan a estados patolégicos. La
mayor parte de las células, cuando se lesionan, dejan de ser necesarias o se encuentran
en exceso, se autodestruyen por activacién de un programa intrinseco regulado a nivel
genético. Hasta hace poco se consideraba que las causas del crecimiento celular tenian
su base en las vias responsables de la divisién celular y que el cdncer procedia de una
proliferacién celular incontrolada. Actualmente han cambiado estos conceptos al haber-
se demostrado que las células poseen mecanismos internos marcadores del momento de
morir y que si se eliminan o alteran estos mecanismos es cuando se desarrolla el céncer.
La homeostasis de un tejido, por tanto, supone un equilibrio esencial entre proliferacién
y muerte y el crecimiento celular puede derivarse de una muerte disminuida o de una
proliferacién excesiva. Hace mas de veinte afios, Kerr, Wyllie y Currie, describieron una
serie de cambios que inducfan la muerte celular siguiendo un programa suicida facil-
mente identificable: las células pierden volumen, su cromatina (complejo DNA y protei-
nas en el nicleo) se condensa y sus membranas desarrollan protuberancias.

Este programa fué denominado «apoptosis», de la palabra griega asontoolo que
significa la caida de la hoja. La apoptosis es un proceso muy conservado a través de
la evolucién que actia en concierto con la mitosis para preservar la homeostasis de
los tejidos y facilitar su remodelacién. Se han descrito numerosos ejemplos de
células que sufren la apoptosis por cambios diversos en el medio: por ejemplo, las
células de la prostata se programan para morir cuando disminuyen las hormonas mas-
culinas, o ciertas células inmunes sufren la apoptosis cuando se las priva de sus fac-
tores de crecimiento o citoquinas.

Para el mantenimiento de la homeostasis celular de un tejido se requiere la presencia
de mecanismos que regulen la velocidad de muerte de la misma manera que se regulan
las de division y diferenciacién. En la apoptosis la célula participa en su propia des-
truccién, y para ello requiere que su maquinaria sintetizadora de proteinas produzca de-
terminados productos genéticos destinados a ejercer funciones encaminadas a la muerte
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celular. La regulacién de la apoptosis se basa en la modulacién de la sintesis de estas
protefnas, que actuan, a su vez, como factores limitantes de la propia apoptosis.

Las células programadas para morir por apoptosis sufren una serie de alteraciones pe-
culiares. Hasta la fecha se han estudiado cuatro fases detectables histologicamente: (1)
precondensacion, en la cual se inducen los genes apoptogénicos, (2) condensacion, en la
cual decrecen las interacciones entre la célula que va a sufrir la apoptosis y las células
vecinas, (3) fragmentacion celular con formacién de cuerpos apoptéticos y (4) fagocito-
sis de los cuerpos apoptdticos (Figuras 1 - 4)

Figura 1. DIFERENCIA ENTRE LOS CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA APOPTOSIS (2-6) Y LA NECROSIS (7 Y 8).
Una célula normal (1) al iniciarse la apoptosis la cromatina se condensa y se circunscribe en for-
ma de masas en la pared interna de la membrana nuclear, el citoplasma se condensa, pero se pre-
serva la integridad de la membrana y de los orgdnulos. En la fase siguiente (3) el micleo se frag-
menta y aparecen protuberancias en la membrana celular, que se separan dando Ilugar a los
cuerpos apoptéticos. Estos son fagocitados por células cercanas (4) y degradados por enzimas li-
sosémicos (5) reduciendose a residuos en el interior de telolisosomas (6). La necrosis se inicia
con un agrupamiento irregular de la cromatina (7) hinchazén de las mitocéndrias y aparicion de
cuerpos densos en sus matrices, disolucién de los ribosomas y ruptura de las membranas.
Posteriormente (8) se desintegran los componentes celulares y el contenido celular se vierte al
exterior.

En la apoptosis, las membranas externas e internas de la célula se encuentran preser-
vadas de forma que el contenido celular permanece en el interior de estas membranas
hasta que se verifica la fagocitosis. Esto hace que no aparezcan respuestas inflamatorias
alrededor de las células apoptdéticas. La necrosis, por el contrario, se asocia con la rotu-
ra de las membranas, (Figura 1) salida al exterior del contenido celular e inflamacién
debida a una lesion tisular masiva que conduce al colapso rapido de la homeostasis in-
terna de la célula. La apoptosis como fenémeno programado requiere la activacién de la
transcripcién y la traduccién de genes y puede prevenirse por diferentes estimulos trofi-
cos o mitogénicos. La represion de la apoptosis puede ocasionar una supervivencia ce-
lular anormal que conduzca al cancer. La apoptosis se verifica en células seleccionadas:
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lesionadas, preneoplasticas, senescentes, o excesivas. Tal selectividad proporciona las ba-
ses para atribuir a la apoptosis un papel protector frente a la enfermedad.

Figura 2.- ORGANIZACION DE LA CROMATINA Y FRAGMENTACION DEL DNA. El niicleo en interfase contie-
ne una proteina matriz (1) en la que se insertan las fibras de cromatina en forma de bucles (2).
La fibra de cromatina se presenta como un solenoide contraido que comprende 6 nucleosomas en
cada vuelta (3). Los nucleosomas (octdmeros de histona) se distribuyen regularmente a lo largo
de la doble hélice del DNA, la cual se enrolla dos veces alrededor de cada uno (4). El DNA es
mds accesible a la rotura en la region situada entre dos nucleosomas (5). Tras la hidrolisis del
DNA por las endonucleasas, se liberan fragmentos de DNA de diferente longitud que pueden de-
tectarse por electroforesis en gel de agarosa en forma de bandas escalonadas que se distinguen
de la banda continua del DNA sin hidrolizar.

Hoy se considera que la apoptosis es un proceso de importancia crucial para el desa-
rrollo y la homeostasis tisular. Interviene en la formacién y crecimiento de los organis-
mos multicelulares (embriogénesis) y en la regulacién precisa del nimero de células, eli-
minando las no necesarias y potencialmente peligrosas, tales como los linfocitos
autoreactivos, las células infectadas por virus y las células tumorales. La apoptosis, como
muerte celular altruista, supone un mecanismo de defensa y una proteccién del organis-
mo frente a la expresién y propagacion de mutaciones perjudiciales. Si se considera la
apoptosis como muerte celular programada, es obvio que este tipo de muerte puede evi-
tarse de dos maneras: por eliminacién de lo que pudiera llamarse sefial de muerte, 0 por
reparacién o restauracién de las estructuras moleculares lesionadas por esta sefial. En
uno u otro caso el resultado final ha de suponer el bloqueo de la muerte.
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Figura 3.- CAMBIOS MORFOLOGICOS DE CELULAS APOPTOTICAS EN UN TEJIDO.

La iniciacion de la apoptosis se encuentra bajo un estricto control, pues son muchas
las sefiales ex6genas y endégenas, inductoras o represoras, las que van a influir sobre la
decisi6n final entre la vida y la muerte. Entre estas sefiales se encuentran, las relativas
al linaje celular, las lesiones infligidas por radiaciones ionizantes o virus, los factores ex-
tracelulares de supervivencia, las interacciones celulares y las hormonas. La activacién
0 inactivaci6n inapropiadas de la apoptosis conduce a estados patolégicos. Hoy se sabe
que un exceso de apoptosis aparece en enfermedades tales como el SIDA, las degene-
rativas y la agresién isquémica. El hecho de que la apoptosis represente un mecanismo
activo dirigido a nivel genético, hace que se intente su regulacién mediante agentes que
actien induciendo o inhibiendo la expresién genética de los productos responsables de
la puesta en marcha de la maquinaria apoptética. La apoptosis, al igual que el ciclo ce-
lular, no se verifica a través de una simple cascada metabélica, surge como consecuen-
cia de un complejo entramado de vias que se influyen mutuamente y confluyen en su
progreso o inhibicién.

Otra diferencia entre los mecanismos de muerte celular por apoptosis o por necrosis,
es que el primero depende de la disponibilidad intracelular de una serie de protefnas cla-
ve, entre ellas una endonucleasa dependiente de calcio y magnesio, responsable de la
fragmentacién del DNA (Figura 3). Cualquier inhibidor de esta nucleasa, como los io-
nes zinc, previene la muerte por apoptosis.

La muerte celular programada es esencial en muchos procesos fisiolégicos: la em-

briogénesis, la atrofia tisular, la regresién tumoral y la regulacion inmune. En el timo se
verifica la pérdida clonal de células T inmaduras autoreactivas, al inducirse la apoptosis

34



mediante activacién del receptor del antigeno. En la periferia, se observa una induccién
no apropiada de la apoptosis en las células T4 y T8 que fueron activadas in vivo, en ca-
sos agudos de mononucleosis infantil benigna producida por el virus de Epstein-Barr.
Esta apoptosis de las células T es transitoria y ejerce un papel beneficioso en el control
de la infeccién virica. Sin embargo, el mismo fenémeno puede ser perjudicial si inter-
fiere con la renovacién de las células efectoras. La correlacion entre la apoptosis de las
células T y la patogénesis del SIDA sugiere que en la infeccién con el HIV, el meca-
nismo que produce la pérdida de estas células puede contribuir a la desaparicion de las
T4 y al desarrollo de la enfermedad.

Figura 4.- CAMBIOS MORFOLOGICOS EN HEPATOCITOS APOPTOTICOS. (A) Morfologia obtenida por mi-
croscopia electrénica de barrido, de la superficie de un hepatocito cultivado en presencia de gli-
codesoxicolato 50 uM, que sufre apoptosis. Se observa la pérdida de microvellosidades y los cuer-
pos apoptéticos rodeados de membrana. x2.500 aumentos. (B) Ultraestructura celular, obtenida
por microscopia electrénica de transmisién, de un hepatocito cultivado en presencia de glicode-
soxicolato 50 uM, en el momento de sufrir la apoptosis. Se observa la fragmentacion celular en
cuerpos apoptéticos que incluyen orgdnulos. x 4.000 aumentos.
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En términos generales, una célula puede encaminarse hacia la apoptosis después de
recibir un estimulo especifico apoptogénico que puede ser una sefial fisiolégica y no tie-
ne por qué causar lesién en la celula. Por ejemplo, en células dependientes de citoqui-
nas, la eliminacién de esas citoquinas del medio es suficiente para provocar la apopto-
sis. Estas células, antes de sufrir la carencia de citoquinas, se encontraban en condiciones
suficientemente saludables como para mantenerse vivas y proliferar.

Otro aspecto de la apoptosis que promueve interés es el hecho de que puede ser evi-
tada eludiendo los controles normales que conducen a ella. El que las células destinadas
a morir eviten hacerlo puede desencadenar un crecimiento maligno. Se consideran célu-
las cancerosas aquellas que evaden los controles normales del crecimiento celular y pro-
liferan a una mayor velocidad debido a la expresi6n alterada de oncogenes tales como
el myc y el ras, o a la pérdida de los genes supresores de tumores como el p53. Si el
crecimiento celular puede modularse regulando la muerte celular, es obvio que la ma-
lignidad celular ha de derivar tambien de la evasion de este punto final de control. La
expresion de diversos oncogenes puede afectar la velocidad de la apoptosis en el inte-
rior de un tumor. En fibroblastos que sobreexpresan el protooncogen c-myc se producen
tumores indolentes con velocidades altas de mitosis y de apoptosis. Sin embargo, las cé-
lulas que sobreexpresan el oncogén ras, producen tumores muy metastiticos con velo-
cidades elevadas de mitosis y disminuidas de apoptosis. Esto demuestra que la baja in-
cidencia en apoptosis, acoplada con una elevada velocidad mitética, favorece el
crecimiento celular no restringido que conduce al c4ncer.

2. Los Genes Suicidas

Una ayuda clave en la biisqueda de los genes suicidas la proporcioné un gusano mi-
croscépico redondo y transparente Caenorhabditis elegans que posee 1090 células. En
este nematodo se han podido identificar los genes activos del desarrollo embrionario, tra-
zando el linaje de cada célula a medida que el gusano madura. De esta manera ha sido
posible encontrar que de las células embrionarias del gusano, 131 sufren la apoptosis du-
rante su desarrollo. Entre los genes identificados por Horvitz y su grupo en el Instituto
de Tecnologia de Massachussets, dos de ellos, el ced—3'y el ced-4, son inductores de la
apoptosis, mientras que el ced-9 la previene. Los genes ced-3 y ced 4, al regular positi-
vamente la muerte celular se les considera supresores de tumores.

ced-3 ced-4

+)

Células viables —*—> Apoptosis

)
ced-9/bcl-2
La busqueda de genes suicidas en células de mamiferos ha ido més despacio y fue

a finales de los ochenta cuando se descubri6 el gen bcl-2, identificado como oncogen
cancerigeno que protegia del suicidio a las células inmunes. En 1992 Horwitz anun-

36



ci6é que su grupo habia clonado y secuenciado el gen ced-9 que resulté ser un 23%
idéntico al bcl-2, y el grupo de Stuar Kim de la Universidad de Stanford descubrio
que el bcl-2 podia sustituir al ced-9 en el C. elegans. Buscando la contrapartida en
los vertebrados de los genes suicidas ced-3 y ced-4, un grupo de investigadores de
los laboratorios Merck de Rahway, encontr6é un nuevo gen que codifica una proteina
denominada ICE (interleukin-1-B-converting enzyme). ICE es una proteasa que acti-
va la IL-1B por hidrolisis de una proteina precursora inactiva. Presenta un 28% de
identidad con la proteina CED-3 en un ensanchamiento de 5 aminodcidos que se cree
que es el sitio activo responsable de la actividad proteasa. Yuan y su grupo de la
Universidad de Harward, comprobaron en 1993 la capacidad apoptogénica de este en-
zima, la cual podia ser bloqueada por el gen bcl-2, cuyo producto inhibe la actividad
protedsica de la ICE.

Interesa conocer c6mo interaccionan estos genes suicidas con los productos de los ge-
nes protectores ced-9 y bcl-2. En el gusano redondo C. elegans se demostré que el gen
ced-9 se necesita para prevenir la apoptosis s6lo cuando los genes ced-3 y ced-4 son fun-
cionales, lo que hace sospechar que ced-9 actia inhibiendo la actividad de los dos ge-
nes suicidas. Algo similar ha de suceder entre ICE y bcl-2. Pero, la mera presencia de
bcl-2 no es suficiente para salvar las células de la mortalidad.

3. Inhibidores y activadores de la Apoptosis

Los mecanismos reguladores de la apoptosis son complejos y en ellos se encuentran
implicados numerosos genes. El gén bcl-2 se identificé por Tsujimoto y su grupo en
1984, como un gen sobreexpresado en linfomas de células B humanas debido a su trans-
locacién cromosémica. El producto Bel-2 es una proteina de 24 kDa que inhibe la apop-
tosis cuando se sobreexpresa en células tales como las hematopoyéticas privadas de ci-
toquinas y las neuronas. La proteina Bcl-2 no tiene capacidad para estimular la
proliferacién celular, pero si para promover la supervivencia de las células en estado no
proliferativo, induciendo con ello una predisposicién a la oncogénesis. El gen bcl-2, fué
considerado al principio como un protooncogen sin capacidad transformante. Su onco-
genicidad se demostré més tarde sobre fibroblastos 3T3 inyectados en ratones atimicos
y fué descrita por su asociacién con el linfoma folicular humano. En el 90% de los ca-
sos, el denominado «B-cell lymphoma / leukemia gene-2» o bcl-2, implica una translo-
cacién t(14, 18) en el segmento J,; del gen de la cadena pesada de la inmunoglobulina
en 18q21.

Se ha demostrado que el gen bcl-2 es capaz de prolongar la supervivencia de células
dependientes de interleuquina-3 cuando se las priva de esta citoquina, debido a su ca-
pacidad para reprimir un ndmero de programas apoptéticos. Después de la eliminacion
de la interleuquina-3, las células tenian que morir por apoptosis y el hecho de no ha-
cerlo, indicaba que la expresion del gen bcl-2 podia suprimir la apoptosis y prolongar la
supervivencia de las células en medios en los cuales morirfan. La supresién de la apop-
tosis por el producto del gen bcl-2 no ocurre en todos los casos, ya que en células de-
pendientes de otras citoquinas (IL-2 e IL-6), que sobreexpresan bcl-2, no se previene la
muerte al eliminar las respectivas citoquinas. La supresién de la apoptosis por el gen
bcl-2 se asocia con lineas celulares y circunstancias particulares y puede estar mediada
por interacciones en vias sefializadoras especificas de citoquinas.
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Estudios mas recientes han propuesto que la proteina Bcl-2 se encuentra acoplada al
metabolismo respiratorio y que actiia como antioxidante o atrapador de especies reacti-
vas para proteger las células de sus efectos perniciosos. La generacién de especies re-
activas de oxigeno juega un papel importante en la iniciacién de la apoptosis. Los me-
canismos mediante los cuales la Bcl-2 previene la muerte celular e induce la
supervivencia pueden estar implicados en la modulacién de la concentracién intracelu-
lar de esas especies reactivas. Se ha observado que la superexpresion del gen bcl-2 en
celulas de mamiferos disminuye la peroxidacién lipidica e incrementa la resistencia ce-
lular al H,O, y a la deplecién de glutation. Segin ésto la proteina Bcl-2 ejerceria efec-
tos antioxidantes que podrian reflejarse a nivel de:

(a) una accién quelante sobre los metales redox activos,
(b) una accién atrapadora de radicales libres,
(c) la translocacién del glutation reducido al interior de la mitocondria y

(d) la inhibici6én de la formacién del radical superéxido interfiriendo con la transfe-
rencia de electrones por las proteinas mitocondriales

Stanley Korsmeyer y su grupo, de la Universidad de Washington, han descubierto en
1993, que la proteina Bcl-2 ha de vencer una suerte de competicién mano a mano con
una proteina gemela promotora de la apoptosis, denominada Bax. La proteina Bax de 21
kDa, presenta gran homologia con la Bcl-2 y tiene capacidad de formar homodimeros
consigo misma y heterodimeros con Bcl-2. La proporcién entre Bcl-2 y Bax determina
si las células, que reciben la orden de morir, la aceptan o la ignoran. La superexpresion
de Bax acelera la muerte celular inducida por privacién de citoquinas, contrarrestando
la actividad represora de la apoptosis de Blc-2. Si Bcl-2 estd en exceso se une a Bax y
el resto se empareja consigo misma y da 6rdenes a la célula de sobrevivir. Si Bax se en-
cuentra en exceso, ocurrird lo contrario (Figura 5).

Supervivencia -

LBax Bax

bus Apoptosis

Figura 5. VIVIR 0 MORIR. La proporcion entre ambas proteinas Bcl-2 y Bax, que presentan la ca-
pacidad de dimerizarse entre ellas, determina si los linfocitos en cultivo atenderdn o ignorardn la
orden de morir.
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Thompson y su grupo de la Universidad de Chicago han aislado un gen pertenecien-
te a la familia bcl-2, el bel-x, que funciona independiente del bcl-2 en la regulacion de
la apoptosis y que presenta un funcionamiento original. Este gen codifica dos proteinas
diferentes con funciones opuestas, Bcl-xg y Bel-x; . La Bel-xges capaz de inducir la apop-
tosis y se localiza en tejidos de rdpido recambio, como los linfocitos en desarrollo, mien-
tras que la Bel-x, la previene, de la misma forma que la Bcl-2, y se localiza preferente-
mente en células de cerebro adulto.

En oposicién al gen bcl-2, el gen supresor p53 actua como inductor de la apoptosis
en una serie de sistemas celulares en cultivo. Las células T inmaduras pueden morir por
exposicion a dosis bajas de radiaciones ionizantes u otros tratamientos que lesionan el
DNA o por efecto de glucocorticoides o ionéforos del calcio en presencia de ésteres del
forbol (Figura 6). La proteina p53 es esencial para que se verifique la apoptdsis en res-
puesta a la lesién del DNA, pero no interviene en la apoptosis que responde a los glu-
cocorticoides. No esté claro el medio que utiliza la proteina p53 para elevar la suscep-
tibilidad de las células a la apoptosis, pero se sabe que la radiacién incrementa la
transcripcion de los genes inductores de la apoptosis, entre ellos el p53. Parece ser que
la proteina p53 detiene la proliferacién de las células con DNA lesionado, para permitir
que se verifique la reparaciéon del DNA. En caso de que la lesién sea irreparable la cé-
lula sufre la apoptosis. Por tanto, la induccién de la apoptosis por p53 supone un meca-
nismo defensivo que protege al organismo de la propagacién de células que han sufrido
mutacién, y esto ha hecho que se denomine a p53 como el guardian del genoma. La
anulacién de la via p53 es la alteracion especifica mas comin en el céncer humano y es
fundamental para la progresion de esta enfermedad y para su respuesta al tratamiento
por radiacién o por farmacos quimioterapéuticos.

Lesién del DNA =—p Supervivencia con mutacién = Cancer

—_— = =P =P apoptosis

/

glucocorticoides
calcio
envejecimiento

Figura 6. ESQUEMA QUE INDICA LAS DOS VIAS INDEPENDIENTES QUE CONDUCEN A LA APOPTOSIS EN TIMOCITOS.
Una se inicia por lesién del DNA y requiere el producto del gen p53, la otra se inicia por accién
de los glucocorticoides, iondforos del calcio o el envejecimiento y no requiere p53. La inactiva-
cién del p53 dard por resultado la supervivencia de las células mutadas lo cual conllevard al de-

sarrollo del cancer.

Otro mecanismo inductor de la apoptosis es a través del antigeno de superficie FAS,
considerado como el producto del anti-oncogén fas, que posee una estructura caracteris-
tica de receptor transmembrana. Los anticuerpos monoclonales frente a este antigeno in-

39



ducen la apoptosis en células normales y tumorales que expresan dicho antigeno.
Considerando que el antigeno FAS actiia como agente apoptogénico, la pérdida de la
funcién por mutacién del gen que lo codifica, causa un defecto linfoproliferativo en ra-
tones Ipr (defectivos del gen fas), similar al lupus eritematoso sistémico humano. Si el
antigeno FAS se encuentra implicado en este mecanismo su mutacién ha de causar una
enfermedad autoinmune. Este fenotipo es similar al observado en las mutaciones de ga-
nancia de funcién, donde el receptor est4 activado constitutivamente y transforma las cé-
lulas. En este contexto el antigeno FAS puede considerarse como un anti-oncogén. Las
mutaciones de pérdida de funcién de los receptores causan la desaparicién o disfuncién
de células especificas. Serfa interesante visualizar qué fenotipos podrian aparecer por ac-
tivacién constitutiva del receptor de muerte.

El anticuerpo anti-FAS al unirse al antigeno FAS puede actuar de dos maneras: esti-
mulando una sefial inductora de muerte o bloqueando la actividad de un factor requeri-
do para la supervivencia. Este anticuerpo, que se expresa en la superficie de diversas cé-
lulas humanas, puede ser el primero con potencial clinico. El antigeno FAS es un receptor
transmembrana de 36 kDa cuya secuencia de aminoacidos muestra homologia con la fa-
milia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF).

La inducci6n de la apoptosis por el antigeno FAS puede bloquearse parcialmente por
la expresion forzada del bcl-2. En una linea celular leucémica que expresaba ambos ge-
nes, el fas y el bcl-2 se indujo la proliferacién celular en lugar de la apoptosis. Tambien
una forma soluble de FAS se ha identificado en pacientes con Lupus eritematoso que
bloquea la apoptosis al unirse al ligando FAS (Figura 7). La identificacién del antigeno
FAS como receptor mediador de la apoptosis abre un area nueva. Descubrir el mecanis-
mo de transduccién de sefiales apoptéticas mediadas por el antigeno FAS puede revelar
una via nueva para la transduccién de sefiales.
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Figura 7.- INHIBICION DE LA APOPTOSIS POR LA MOLECULA Fas soLUBLE (FASs). Fas-R = Receptor FAS;
FAS-L = Ligando FAS

Otra molécula efectora de la apoptosis es la interleuquina-1-f (IL-1-B), que se pro-
duce por accién de la ICE (IL-1-f converting enzyme) una cisteina proteasa que actia
sobre un precursor y genera la IL-1-f activa. Cualquier inhibidor de la actividad prote-
asa de ICE inhibe la apoptosis (Figura 8).
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Figura 8.- La activacién de la cisteina proteasa ICE causa la rotura del precursor Pro IL-1-B. La
IL-1-B madura abandona la célula y alerta a las células vecinas y al sistema inmune. Una célu-
la puede morir cuando detecta alteraciones metabdlicas debidas a virus o lesion en el DNA

PROTEINAS IMPLICADAS EN LA MUERTE CELULAR

C. Elegans Mamiferos Accién Funcién
CED-9 Bcl-2 ) opuesto a Bax
? Bax +) opuesto a Bcl-2
? Bcl-x; (long) ) opuesto a Bel-xg
? Bcl-x4 (short) +) opuesto a Bel-x;
CED-3 ICE (+) proteasa
CED-4 ? (+) ?
? p53 +) Factor de transcripcion
? FAS +) Receptor transmembrana

3. 1. Supresion de la Apoptosis por Genes Adenoviricos

Se conoce desde hace afios la capacidad que poseen los genes viricos de transformar
las células y se han identificado hasta la fecha una serie de productos de estos genes,
que se requieren para la transformacion celular. Productos genéticos tales como el anti-
geno grande T SV40, el adenovirus E1B y el papilomavirus humano E6, tienen capaci-
dad para unirse al producto del gen supresor de tumores, la proteina p53, suprimiendo
su actividad, previniendo con ello la parada del ciclo celular en G1 o la apoptosis e in-
crementando la proliferacion celular. Se ha demostrado que algunos genes viricos pue-
den afectar el crecimiento celular de dos maneras: suprimiendo directamente la apopto-
sis o activando la expresién del gen bcl-2.

La transformacién de células de roedores por el adenovirus esta facilitada por dos pro-
ductos proteicos E1A y E1B. E1A es capaz de producir la inmortalizacién celular, pero
se requiere la coexpresion de E1B para que la transformacion celular sea eficiente. El
gen E1B codifica dos proteinas, de 19 y 55 kDa cada una. Ambas poseen capacidad para
elevar la actividad transformadora de E1A. La transformacién de las células por el pro-
ducto del gen E1A no es del todo eficiente debido a la incapacidad de las células trans-
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formadas de atajar una fase de la apoptosis. La proteina E1B de 55 kDa se une a p53 y
bloquea su funcién supresora tumoral, previniendo asi la induccién de la apoptosis. La
proteina E1B de 19kDa no se une a p53, pero bloquea la apoptosis por alguna via atin
no definida (Figura 9). La expresion del gen E1A aumenta la sensibilidad de las células
HeLa a ser destruidas por el TNFa. Se ha demostrado que la muerte celular inducida
por el TNFo y por anticuerpos anti-Fas, puede ser prevenida por expresion de la
proteina de 19 kDa del gen E1B.

APOPTOSIS €—%— E1A —X—p MITOSIS

P53
A

E1B

Figura 9.- MODELO MOLECULAR DEL CONTROL DEL CICLO CELULAR POR EL ADENOVIRUS El. Sélo el compo-
nente EIA del virus induce la apoptosis en células infectadas. Sin embargo, en presencia del virus
completo se induce la proliferacion (mitosis) porque el producto del gen EIB, la proteina p55, se une
y secuestra a p53, mientras que el segundo producto de EIB, la proteina p19, bloquea la apoptosis.

3. 2. Apoptosis y proto-oncogen c-myc

La expresion del gen c-myc durante el ciclo de division celular se asocia con la pro-
liferacion y en casos de expresion aberrante, con la transformacién. En condiciones
normales la expresién del c-myc ocurre durante el ciclo celular, elevdndose en las
células durante la transicién G, -> G, y disminuyendo en las que retornan a G, o que
sufren la diferenciacién terminal.

En mamiferos se ha demostrado que las proteinas producto de dos oncogenes actuan
como reguladores potentes en la apoptosis. Cuando se sobreexpresa el gen myc en célu-
las privadas de factores del crecimiento, se induce la apoptosis (Figura 10A), mientras
que la sobreexpresion del gen bcl-2 hace a las células resistentes a la apoptosis. La ob-
servacién de que el gen c-myc promueve un estado de adiccion a los factores del creci-
miento puede interpretarse de diferentes maneras. Quizds estos genes inducen un tipo de
apoptosis que puede diversificarse con factores del crecimiento (Figura 10B). En esta
version el c-myc proporciona sefiales que pueden conducir hacia la divisién o hacia la
apoptosis. Los factores del crecimiento se consideran factores de supervivencia porque
bloquean la via apoptética y favorecen la proliferacién. Existe la posibilidad de que la
seflal de supervivencia, generada por los factores del crecimiento, pueda reemplazarse
por sefalés procedentes de los productos de otros genes. De ser asi, se resolveria la pa-
radoja de como un gen, como el c-myc, asociado normalmente con el crecimiento celu-
lar y la transformacién, puede participar en la apoptosis, ya que una segunda sefial de
supervivencia bloquearia la induccién de la apoptosis y haria que predominase la proli-
feracién.
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La idea de las «dos sefiales» supone que, dependiendo de la presencia o ausencia de
factores del crecimiento, la activacién del c-myc induce, tanto la divisién como la apop-
tosis. En caso de disminuir o desaparecer la expresion de c-myc, se hace posible otra ter-
cera opcién. En timocitos o tumores linfoides, la ligacién de los receptores TCR, en au-
sencia de factores del crecimiento ocasiona un bloqueo del ciclo celular (Figura 10C).
Este modelo simple se complica porque los factores del crecimiento pueden inducir la
expresion de c-myc ademds de proporcionar las sefiales de supervivencia.

Eliminacién de factores
A del crecimiento

APOPTOSIS

Factores del crecimiento y =

otros factores (bcl-2, abl) APOPTOSIS

Bloqueo TCR

Factores del Crecimiento
y otros factores

APOPTOSIS

Figura 10. MODELOS QUE RELACIONAN EL GEN C-MYC CON LA DIVISION CELULAR Y LA APOPTOSIS. (A) La
parada del ciclo celular por eliminacion de factores de crecimiento se supera por c-myc, y las cé-
lulas bloqueadas mueren por apoptosis. (B) El c-myc puede inducir la muerte o la divisién celu-
lar, pero en presencia de factores del crecimiento y otros, como bcl-2 'y abl, se previene la apop-
tosis y se favorece la proliferacion. (C) La activacién de timocitos, via ligacion de sus receptores
de antigenos TCR, origina la parada del ciclo celular, que se supera por c-myc en presencia de
suero y seitales adicionales, y las células pueden dividirse eludiendo la apoptosis.
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4. Significacion Fisiologica del Suicidio Celular

La idea de un programa activo de suicidio celular surgié al observar que la apopto-
sis podia suprimirse con inhibidores de la sintesis del RNA y proteinas, pero cuando se
detectd posteriormente que estos inhibidores a veces, no s6lo no suprimian la apoptosis,
sino que incluso la inducian, se empezé a sospechar que, en la mayoria de las células,
las moléculas efectoras de la apoptosis se encuentran siempre presentes. La evidencia
mas convincente fue comprobar, en células privadas del nucleo, que las proteinas re-
queridas para la apoptosis se expresaban constitutivamente. Si tales células enucleadas
o citoplastos se privan de factores de crecimiento o se tratan con elevadas concentra-
ciones de estaurosporina (un inhibidor de la proteina quinasa), sufren los cambios cito-
plasmaticos caracteristicos de la apoptosis, mientras que los citoplastos procedentes de
células que expresan elevadas cantidades de la proteina Blc-2 se encuentran protegidos
de los cambios apoptéticos. Por tanto, los aspectos mas importantes de la apoptosis no
requieren la transcripcién de nuevos genes y la presencia de la proteina Blc-2 protege
de la apoptosis incluso en ausencia del nicleo celular. El requerimiento de la sintesis de
RNA y proteinas para que se verifique la muerte celular por apoptosis, indica que se ne-
cesita la presencia de moléculas efectoras que activen o repriman la maquinaria apopto-
tica ya existente y no la de algin(os) componente(s) imprescindible(s) para el funciona-
miento del programa bdasico de muerte. El bloqueo de la sintesis de RNA o proteinas ha
de suponer, por tanto, una competicion entre funciones opuestas frente a la muerte ce-
lular.

Si las proteinas efectoras de la apoptosis se encuentran en las células vivas, sus acti-
vidades letales han de estar suprimidas en todas las células que sobreviven. Segun ésto,
todas las células estan programadas para suicidarse y necesitan para mantenerse vivas el
aporte continuado de sefiales o factores extracelulares producidos por otras células. Este
control social de la supervicencia celular es una garantfa para que se mantenga en los
tejidos un equilibrio entre los diferentes tipos celulares. Se han caracterizado diversos
factores de supervivencia y sus receptores, pero no estd ain claro la manera en la que
los receptores activados regulan el programa apoptotico. Los factores de supervivencia
han de prevenir la induccién de la apoptosis aminorando la cantidad o la actividad de
las proteinas inductoras de la muerte. Alternativamente, los factores de supervivencia
pueden prevenir la muerte celular hostigando la actividad de proteinas anti-apoptéticas,
tales como los miembros de la familia Bcl-2. En ausencia de la actividad del producto
genético anti-apoptotico ced-9, los nematodos C. Elegans muestran una intensa muerte
celular ectépica.

Observando los cambios nucleares que se verifican en los estadios iniciales de la apop-
tosis, no ofrece duda que las células mueren por la rotura endonucleolitica de su DNA.
Sin embargo, es un hecho comprobado que las células sin niicleo permanecen activas fi-
siol6gicamente durante un tiempo determinado en el cual pueden sufrir los cambios ci-
toplasmadticos caracteristicos de la apoptosis. Tambien los nicleos aislados pueden exhi-
bir la condensacion y degradacion oligonucleosémica del DNA. Esto demuestra que los
diferentes compartimentos subcelulares poseen una autonomia considerable frente a los
cambios estructurales tipicos de la apoptosis. Se ha propuesto que la acumulacién de es-
pecies activas de oxigeno puede ser la causa de apoptosis en un proceso controlado por
la proteina Bcl-2. Esta idea surgié de experimentos que demostraban que Bcl-2 protege
de la muerte inducida por perdéxidos y que existen ciertos antioxidantes que actdan evi-
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tando la apoptosis en respuesta a la privacién de citoquinas. Sin embargo, estd atin por
resolver si las células utilizan estas especies reactivas de oxigeno para suicidarse. Tanto
la apoptosis como la proteccién para no llegar a ella por la proteina Bcl-2, se han ob-
servado en ausencia de respiracién mitocondrial y en células desarrolladas practicamen-
te en un medio anaerobio en las que se reduce al maximo la cantidad de radicales libres.

Existen numerosas similitudes entre la apoptosis y el ciclo celular y se sospecha que
la apoptosis y la mitosis se encuentran estrechamente relacionadas e incluso acopladas.
Esta idea surgi6 al implicar en el control de la apoptosis genes que juegan un papel des-
tacado en la regulacién de la division celular, como los relativos a las proteinas p53,
c-Myc, Rb-1, E1A, ciclina D, c-Fos y la quinasa p34. Algunos de estos genes afectan la
apoptosis en situaciones especificas, por ejemplo, el p53 que interviene en la respuesta
apoptética inducida por la lesion del DNA, no se requiere para inducir la muerte celu-
lar durante el desarrollo.

Otros genes, como el c-myc, son capaces de inducir, tanto la apoptosis como la di-
visién. Sin embargo, no hay que excluir la interpretacion alternativa de que la apop-
tosis sea el resultado de un conflicto entre sefiales de crecimiento incompatibles. El
requerimiento de la intervencién de la proteina p53 para que c-myc induzca la apop-
tosis, hace suponer que c-myc no regula la muerte celular durante el desarrollo, la
cual puede ocurrir en ausencia de p53. Aunque es probable que alguno de los com-
ponentes del programa apoptdtico esté compartido con otros procesos celulares in-
cluida la mitosis, la naturaleza terminal y las caracteristicas de la apoptosis han de
requerir componentes especificos. Lo que si estd claro es que la apoptosis es un sis-
tema de elementos estrictamente regulados, que promueven o inhiben, el punto de sa-
lida que es la muerte.

5. Apoptosis y enfermedad

La homeostasis en un tejido normal se mantiene mediante un equilibrio estricto en-
tre la divisién y la muerte de sus celulas. En un tejido tumoral la velocidad de divisién
celular excede a la velocidad de muerte. Un tejido normal puede convertirse en tumo-
ral, tanto si se incrementa la velocidad de division célular, como si se detiene la veloci-
dad de muerte o con ambas cosas a la vez.

Tejido normal: Divisién celular = Muerte celular
Tejido canceroso: Divisién celular > Muerte celular (Acumulacion celular)
Tejido en degeneracion: Division celular < Muerte celular (Pérdida celular)

La supervivencia de los organismos multicelulares depende de la funcionalidad de los
tipos de células diferenciadas. Una vez que finaliza el desarrollo, la viabilidad del orga-
nismo depende del mantenimiento y renovacion de estos diversos tipos celulares. Dichos
mantenimiento y renovacién difieren ampliamente segun el tipo celular. Por ejemplo, las
células sanguineas sufren una constante renovacién a partir de las células progenitoras
hematopoyéticas. Los linfocitos y las células reproductoras, sufren expansiones y con-
tracciones ciclicas de acuerdo con su participacion en la defensa del huésped o en la re-
produccién, mientras que las neuronas poseen una capacidad limitada de autorenovacién
y la mayoria de ellas sobrevive durante el periodo vital del organismo.
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La muerte celular programada se regula por sefiales extrinsecas e intrinsecas que in-
ducen o previenen el Programa Genético de Suicidio Celular. La compleja interaccién
de las miiltiples sefiales apoptogénicas en los numerosos tipos celulares conduce a una
pletora de puntos de control donde puede verse afectada la regulacién normal de la muer-
te. Esta complejidad se refleja en las numerosos estados patolégicos que afectan a po-
blaciones celulares en proliferacion, quiescentes o diferenciadas terminales.

5.1. Enfermedades asociadas a la Acumulacion celular

Las enfermedades que se caracterizan por excesiva proliferacién celular incluyen el
cancer, las autoinmunes y ciertas enfermedades viricas. La acumulacién celular es una
consecuencia de una mayor proliferacién celular debida a una velocidad mas elevada de
divisién celular y/o a una mayor supervivencia celular causada por la disminucién de la
apoptosis en respuesta a estimulos apropiados. Hasta hace pocos afios s6lo se conside-
raba el papel de la proliferacién incontrolada en la patogénesis de estas enfermedades,
pero numerosas evidencias han hecho que en la actualidad se atribuya un importante pa-
pel a las alteraciones ocasionadas por el descontrol de la supervivencia celular.

5.1.1. Cancer

En la gran mayoria de canceres humanos, las células presentan una capacidad menor
para sufrir la apoptosis en respuesta a estimulos apoptogénicos. Esto se hace mas osten-
sible en células procedentes de tumores metastaticos. Para mantener su viabilidad las cé-
Iulas normales dependen de factores tisulares especificos y esta dependencia las previene
de sobrevivir en tejidos distintos a los fisiolégicos. Sin embargo, las células tumorales
metastaticas han eliminado esta dependencia y pueden sobrevivir fuera de su tejido de
procedencia. Para ello han tenido que desarrollar un grado de independencia de los fac-
tores que restringen la distribucién de las células normales. En la actualidad se conocen
las bases moleculares de la resistencia a la apoptosis que poseen las células tumorales y
se han definido varios genes que son criticos en la regulacién de esta muerte celular.

A finales de los afnos ochenta se establecié una relacién entre la apoptosis y el cén-
cer. La conexién entre ambos conceptos la proporciond el descubrimiento de la capaci-
dad oncogénica del gen bcl-2, por su actuaciéon como represor de la apoptosis ante un
estimulo apoptogénico.

Estimulo Apoptogénico * » APOPTOSIS
(-)
Bcl-2 . |

Por otro lado, se descubrié que la introduccién de un gen supresor p53 normal en cé-
lulas leucémicas carentes de p53, daba como resultado la muerte de esas células por
apoptosis y que cualquier alteracion del gen p53 traia consigo la eliminacién de la pro-
piedad de desencadenar la apoptosis.
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(Puede la estimulacién de la apoptosis ser utilizada por los clinicos para producir la
regresion de los tumores? La induccion de la apoptosis puede soslayar uno de los pro-
blemas més importantes de la terapia del céncer, la resistencia. Se cree que un camino
para que las células se vuelvan resistentes es por induccién de aquellos genes que blo-
quean la apoptosis (blc-2) o por represion de aquellos que la inducen (p53). Por ejem-
plo, los agentes quimioterapéuticos (metotrexato, vincristina, cis-platino, etc) originan
aberraciones celulares que conducirfan a la apoptosis si la superexpresién de bcl-2 no
permitiera la supervivencia de estas células aberrantes que van a dar origen al fenotipo
resistente. Un objetivo de gran interés es la transferencia de genes activadores de la apop-
tosis, como el tipo silvestre de p53, que solapen el bloqueo de este tipo de muerte celu-
lar inducido por los genes inhibidores.

5.1.2. Autoinmunidad

Los linfocitos, en condiciones normales, sufren la apoptosis durante el desarrollo y al
finalizar la respuesta inmune. Muchas de las disfunciones del sistema inmune derivan de
las alteraciones de la apoptosis. Una apoptosis anormalmente elevada originard un esta-
do de inmunosupresién, mientras que un bloqueo de la apoptosis serd la causa de una
hiperactividad causante de la enfermedad autoinmune.

La regulacién fisiolégica de la muerte celular es esencial para la eliminacién de los
linfocitos reactivos, tanto durante el desarrollo como después de la respuesta inmune. Un
fallo en el proceso de eliminacién de linfocitos autoreactivos puede desencadenar una
enfermedad autoinmune. Recientes investigaciones en animales han demostrado la im-
portancia de las alteraciones de la apoptosis en la etiologia de estas enfermedades. Por
ejemplo, una molécula critica para la regulacién de la muerte celular en linfocitos es el
receptor FAS. La activacion de FAS por su ligando conduce a la apoptosis. Se han afri-
buido a las alteraciones en la apoptosis mediada por FAS enfermedades autoinmunes he-
reditarias. Asi, en pacientes con lupus eritematosus sistémico se han detectado elevados
niveles de la forma soluble FAS (Figura 7), la cual inhibe competitivamente las interac-
ciones del receptor FAS con su ligando.

De esta forma, la inhibicién del proceso apoptogénico inducida por FAS, contribuye
a la supervivencia y acumulacién de los linfocitos auroreactivos.

Receptor-FAS + Ligando-FAS ‘ » APOPTOSIS
+ (-)
FAS soluble I

En humanos no se ha encontrado atin una directa conexion entre las enfermedades
auftoinmunes y los genes implicados en el control de la apoptosis. Se encuentran en su
comienzo las investigaciones sobre el papel de la apoptosis en enfermedades tales como
el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, la psoriasis, la diabetes autoinmu-
ne, etc. En alguna de estas enfermedades ya se han detectado alteraciones en la suscep-
tilidad de los linfocitos a morir por apoptosis.
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5.1.3. Infeccion virica

La alteracién de la fisiologia celular que resulta de la infeccién virica puede llevar a
que dicha célula sufra la apoptosis. El suicidio de una célula infectada se considera un
mecanismo de defensa que evita la propagacion del virus. Las células T citotoxicas ac-
tdan tambien evitando la expansion virica al reconocer y destruir las células que poseen
péptidos del virus asociados con las moléculas de superficie del complejo mayor de his-
tocompatibilidad. Se ha demostrado que las células T pueden inducir la muerte celular
activando un programa de muerte en la célula objetivo. Las células T citotéxicas indu-
cen la apoptosis por activar la expresién del receptor FAS o por introduccién de prote-
asas, tales como la grandzima B que activan el programa de muerte celular.

Para contrarrestar las defensas del huesped algunos virus han desarrollado mecanis-
mos que alteran la regulacién normal de la apoptosis en células infectadas. Por ejemplo,
la efectividad de la infeccion adenovirica depende de la funcién de la proteina E1B
19kDa, que bloquea directamente la apoptosis inhibiendo la actividad de p53. La accién
de E1B 19 kDa puede ser reemplazada por Bcl-2, sugiriéndose similitudes estructurales
entre estos dos genes.

La prevencién de la apoptosis es importante para establecer el estado de latencia vi-
rica. El virus Epstein-Barr origina una infeccion latente en células B. El gen virico
LMP-1 que se produce durante dicha latencia, promueve la expresién del gen bcl-2
proporcionando una ventaja de supervivencia en las células infectadas latentes.

5.2. Enfermedades asociadas con una muerte celular en exceso

La excesiva muerte celular puede deberse a condiciones genéticas o adquiridas que
elevan la acumulacién de sefiales inductoras de la apoptosis o que disminuyen el umbral
de actuacién de estas sefiales. En la mayoria de las enfermedades degenerativas subya-
ce un defecto en los mecanismos que controlan la muerte celular. Entre las enfermeda-
des causadas por excesiva pérdida celular cabe citar: la deplecién de linfocitos inducida
por el virus HIV, las neurodegenerativas y las lesiones isquémicas.

5.2.1. SIDA

El ejemplo més dramatico de deplecion celular asociada a virus lo constituye el
SIDA, enfermedad inducida por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). Es
el caso cldsico de inmunosupresién ocasionada por el desequilibrio entre la velocidad
de muerte de los linfocitos T4 y su reemplazo, mediado por el producto del gen gp120
de la envuelta del virus HIV en el progreso de la enfermedad. El hallazgo de eleva-
dos niveles del factor de muerte FAS en linfocitos de sangre periférica de enfermos
HIV, hace suponer que en la deplecion preferencial de los linfocitos T4 ha de estar
implicada una mayor expresién del receptor FAS. Por ello en la actualidad, se sugie-
re que el control de la apoptosis a nivel de este receptor, puede contribuir a la pre-
vencion de esta enfermedad, bien mediante la’ forma soluble del receptor FAS, gene-
rada por delecién del dominio transmembrana a nivel del mRNA Fas o modulando la
expresion del ligando FAS.
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Una pregunta que se hacen los investigadores es por qué el virus HIV desarrolla un
mecanismo que elimina selectivamente la célula que lo hospeda. La respuesta quizas re-
fleje el hecho de que las células T4 tienen una funcién importante en el establecimien-
to de la inmunidad frente a una amplia variedad de infecciones viricas. El que se esta-
blezca una infeccién crénica HIV debe depender de la destruccion de las células T4
mediada por el virus y de la pérdida concomitante de una respuesta inmune protectora
mediada por las células.

5.2.1. Neurodegenerativas

Una serie de enfermedades neuroldgicas, tales como: Alzheimer, Parkinson, esclero-
sis lateral amiotréfica, retinitis pigmentosa, etc., se caracterizan por la pérdida gradual
de grupos especificos de neuronas. La pérdida celular en estas enfermedades no induce
una respuesta inflamatoria y las evidencias encontradas muestran que es la apoptosis el
mecanismo de muerte.

La patogénesis de estas enfermedades puede estar asociada a diversas causas que
predisponen a la apoptosis: deficit de factores de supervivencia, alteraciones mito-
condriales, estrés oxidativo, exceso de calcio, etc. La superexpresion de Bcl-2 dismi-
nuye la neurotoxicidad de cada una de estas causas inductoras de la muerte celular.
Frente al por qué tales células post mitéticas irreemplazables, como las neuronas, han
retenido su capacidad de sufrir la apoptosis, se han sugerido varias hipdtesis. Una de
ellas es para evitar su reincorporacion al ciclo celular después de haber sufrido algu-
na mutacién genética. Esta hipotesis se sustenta en evidencias que demuestran la ex-
presién forzada de oncogenes en celulas diferenciadas terminales que las conducen a
la muerte en lugar de a la proliferacién. Otra hipétesis que concuerda con la anterior,
es que en un organismo multicelular es mds ventajosa la pérdida de una célula que la
supervivencia de una célula lesionada, incluso cuando la célula sea irreemplazable.
Se ha evidenciado un aumento de la apoptosis en casos crénicos de Alzheimer,
Parkinson, esclerosis multiple y en casos de muerte neuronal inducida por priones.
Tambien se ha detectado una elevada apoptosis en casos agudos de infarto cardiaco
y cerebral. Aunque se desconocen los mecanismos moleculares de la muerte por apop-
tosis de las neuronas en situaciones crénicas, se sabe que en la enfermedad de
Alzheimer, la aculumulacién de B-amiloide vuelve a las neuronas mds susceptibles a
la excitotoxicidad, lo cual las conduce a morir por apoptosis. La terapia para estas
enfermedades podria enfocarse en promover la superexpresién del gen bcl-2 para tra-
tar de inhibir la actividad de los inductores de la apoptosis o bien el tratamiento con
antioxidantes.

5.2.2. Otras

Dos enfermedades comunes asociadas con la muerte celular son el infarto de mio-
cardio y el infarto cerebral. Estas enfermedades surgen como resultado de un pérdida
aguda de riego sanguineo (isquemia). En ambas, las células de la zona central isquémi-
ca mueren rapidamente por necrosis. Sin embargo, fuera de esa zona central las células
pueden morir por apoptosis. Se ha demostrado que los agentes inhibidores de la apop-
tosis limitan el tamafio de la zona infartada.
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Se sabe atin muy poco acerca de dos de las méds importantes enfermedades degene-
rativas del sistema musculoesquelético: la osteoporosis y la osteoartritis. No existen evi-
dencias que relacionen estas enfermedades con los genes que controlan la apoptosis, pero
la progresiva muerte celular de los condrocitos y osteocitos, de una y otra enfermedad,
presenta las caracteristicas morfolGgicas de la apoptosis.

Las células hepaticas sufren tambien la muerte celular programada. De hecho, el
término apoptosis se utilizé originalmente para describir la muerte de las células ubi-
cadas fuera de la zona necrosada pericentral resultante de la ligacién de la vena por-
ta. Desde entonces se ha demostrado que diversas toxinas asociadas con la degene-
racion grasa aguda del higado, entre ellas el etanol, inducen la apoptosis de los
hepatocitos.

6. Apoptosis y Potencial terapéutico.

El progreso de la terapia anticancerosa se fundamenta en el conocimiento de los me-
canismos celulares que gobiernan la regulacion de la divisién y la muerte y su desregu-
lacién en las células cancerosas. El control mitético es muy importante frente a la sus-
ceptibilidad de los tumores a los farmacos quimioterapéuticos que detienen las células
en mitosis. Si este detenimiento es reversible, el momento de administracién de una se-
gundo agente que lesione el DNA, puede ser critico para la efectividad de un tratamiento
quimioterapéutico. Los agentes que estimulan los mecanismos apoptdticos pueden ser
utiles en células cancerosas que carecen de p53 y no sufren la apoptosis en respuesta a
férmacos o radiaciones que lesionan el DNA. Recientemente, el grupo de Clayman de
la Universidad de Texas, ha demostrado la supresién del crecimiento en células de car-
cinoma escamoso de cabeza y cuello, mediante la transferencia del gen p53 silvestre via
un adenovirus recombinante.

En células normales, la privacién de factores del crecimiento las conduce a entrar en
la fase de quiescencia (G,) y la ausencia de receptores en estas células no ocasiona apop-
tosis sino un crecimiento celular mds lento. Sin embargo, las células forzadas a prolife-
rar mediante oncogenes, que es lo que ocurre en la mayoria de las células tumorales, la
eliminacion de los factores del crecimiento especificos o, 1o que es equivalente, la abla-
cién de los receptores de los factores del crecimiento, induce en estas células una masi-
va apoptosis, ya que son incapaces de buscar refugio en el estado quiescente. Los efec-
tos combinados entre los oncogenes y los factores del crecimiento autocrinos o paracrinos
han de jugar un papel importante en la determinacion del grado de crecimiento y muer-
te celular.

En tumores que dependen de hormonas, la induccién de la apoptosis por elimina-
cion de las hormonas se asocia con la regresién tumoral. La administracién de andlo-
gos de la somatostatina promueve la apoptosis masiva y la regresién del cancer indu-
cido en hamster por agentes quimicos. En una linea celular de cdncer de mama humano,
el tamoxifeno y otros antiestrégenos inducen la depresion de la sintesis del DNA y el
incremento de la muerte celular. Este efecto parece que se debe a la accién antipro-
motora de la proliferacion del tamoxifeno, via induccién de la apoptosis, en los esta-
dios iniciales del céncer. Durante el tratamiento de la leucemia linfatica, puede indu-
cirse la apoptosis mediante tratamiento con glucocorticoides. Tanto los agentes
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quimioterapéuticos como las radiaciones lesionan las células tumorales induciéndolas
hacia el suicidio. Tratamientos que restauran la capacidad de regular la apoptosis pue-
den tambien aportar beneficios considerables en algunos tumores malignos. Se ha de-
mostrado recientemente que el crecimiento de linfomas humanos de células B que su-
fren translocaciones bcl-2, pueden ser inhibidos in vitro por oligonucledtidos
antisentido dirigidos contra el gen bcl-2.

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por la expansion proliferativa de lin-
focitos reactivos a autoantigenos. Se han explorado métodos para inducir la apoptosis
selectiva en las células autoreactivas que causan la enfermedad, y se ha demostrado
que el tratamiento continuado con antigeno puede dar lugar a la muerte selectiva de
los linfocitos. La eliminacién especifica de los linfocitos por tratamiento repetitivo con
un autoantigeno asociado a la enfermedad, es efectiva en casos de encefalitis autoin-
mune experimental en ratén. Estrategias similares han de ser aplicadas con éxito en
enfermedades autoinmunes humanas, siempre que se identifiquen los antigenos espe-
cificos de la reaccion.

Por el contrario, los tratamientos que aumentan la resistencia celular para sufrir la
apoptosis pueden ser beneficiosos en enfermedades degenerativas, incluso en ausen-
cia de alteraciones especificas en los genes implicados en la regulacién de la muerte
celular. La elevacién en la expresion del gen bcl-2 puede incrementar la resistencia
de las células a casi todos los estimulos apoptéticos. Asi, los tratamientos que eleven
el umbral apoptético de células especificas pueden ser beneficiosos en casos de en-
fermedades asociadas con la pérdida celular. Tales tratamientos incluyen el uso de
factores del crecimiento para promover la regeneracién de las células hematopoyéti-
cas después de la quimioterapia, ensayos con factores neurotrdficos de supervivencia
en enfermedades o traumas degenerativos y administracion de antioxidantes (N-ace-
tilcisteina) para prevenir la muerte de los linfocitos T4 en respuesta a la infeccién
HIV. Un candidato para la regulacién de la apoptosis, es un andlogo hidrosoluble del
Coenzima Q,,en vias de comercializacion por una firma Japonesa . Este andlogo del
Coenzima Q inhibe la apoptosis a través de la eliminacion de los radicales libres. El
interés de este firmaco se basa en que, por su naturaleza hidrofilica, posee una ma-
yor capacidad para ser asimilado por el organismo y puede cruzar la barrera hemato-
encefilica y aplicarse con éxito en enfermedades neurodegenerativas. Los agentes que
alteran el metabolismo del calcio podrian utilizarse para el tratamiento de lesiones is-
quémicas.

Podria ser posible alterar el umbral de muerte inhibiendo la accién de los factores
apoptéticos de la superficie celular. Por ejemplo, la manipulacién de FAS mediante
anticuerpos monoclonales especificos, o por regulacién de la expresion del mismo re-
ceptor FAS o su forma soluble, o a través del control del ligando FAS, son todos ellos
mecanismos potenciales para modular la apoptosis en situaciones clinicas. Aunque el
uso de los receptores de superficie y los sistemas de segundos mensajeros presentan
en la actualidad un gran atractivo, hay que considerar que estos agentes pueden ejer-
cer efectos pleiotrépicos. En algun caso la activacién del receptor Fas puede estimu-
lar la proliferacién de los linfocitos en lugar de su muerte. El tratamiento con inter-
leuquina 12 (IL-12) in vivo ha demostrado que esta citoquina protege las células de
la médula 6sea de la radiacién gamma, mientras que potencia la muerte celular en el
tracto gastrointestinal.

51



En principio, los genes implicados en el control de la muerte celular, tales como los
miembros de las familias bcl-2 e ICE, pueden proporcionar objetivos ideales para la in-
tervencién terapéutica, pero no hay que olvidar que la mayoria de las enfermedades no
se caracterizan por un incremento definido y generalizado de la susceptibilidad o resis-
tencia a la apoptosis. Serfa poco beneficiosa una terapia que aumentara la supervivencia
de las células neurales a expensas de una empeoramiento de la enfermedad inmune o
aquella que previniera la muerte celular apoptética a expensas del incremento de la pro-
gresion tumoral.

Algunas observaciones sugieren que los mediadores centrales de la apoptosis son
los que han de poder manipularse especificamente en un préximo futuro.
Determinados tejidos en el organismo experimentan cambios en la expresién de for-
mas individuales de las familias genéticas bci-2 e ICE y pueden ya desarrollarse in-
hibidores especificos de la cisteina proteasa frente a determinadas formas de ICE. Los
agentes farmacoldgicos que actuan como inhibidores o previenen las interacciones
proteina-proteina en las familias bcl-2 e ICE, presentan relativa especificidad para es-
tos miembros individuales o para heterémeros formados por ellas. Finalmente, la ex-
presién y funcién de estas formas bcl-2 e ICE se regulan ellas mismas por eventos
de transduccién de sefiales especificos del linaje celular. Se sabe que la proteina
Bcl-2 sufre modulaciones especificas en respuesta a citoquinas, al contacto célula-
célula o al contacto célula-matriz extracelular. Ciertos factores del crecimiento
actdan induciendo cambios post-traduccionales de la Bcl-2.

Clarke y su grupo de la Universidad de Michigan han utilizado recientemente el
gen bcl-xg por su capacidad de inhibir la accién del bcl-2, en el tratamiento selectivo
de carcinomas sélidos, tales como el cancer de colon, el neuroblastoma pediatrico, etc.
Mediante transferencia genética del gen humano bcl-x; utilizando como vector un ade-
novirus, se ha conseguido inducir selectivamente la apoptosis en las células de estos
tumores s6lidos, dejando intacta la capacidad regeneradora de las células hematopo-
yéticas.

Los conjugados moleculares complejos con adenovirus, presentan una elevada efi-
cicacia en la transferencia genética debido a que la endocitosis se encuentra media-
da por el receptor de la superficie celular que reconoce a un ligando especifico en el
conjugado. El adenovirus protege al conjugado de la lisis endosémica, pero puede in-
determinar la especificidad hacia la célula objetivo al unirse a receptores viricos de
la superficie celular. Para superar este problema se incapacita al adenovirus para unir-
se a su receptor mediante el anticuerpo monoclonal anti-proteina fibrosa de la en-
vuelta virica. El resultado es un vector conjugado molecular multifuncional, que con-
serva su especificidad de enlace y con ello su selectividad, y que es capaz de prevenir
la degradacion lisosémica de los complejos DNA-conjugados endosémicos internali-
zados (Figura 11)
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Figura 11. Vector conjugado molecular multifuncional que utiliza de manera selectiva la lisis en-
dosémica mediada por el adenovirus. El adenovirus pierde su capacidad de enlace por interac-
cion con un anticuerpo monoclonal de la proteina fibrosa de la envuelta virica. El complejo se
internaliza en las células por vias no adenoviricas, sirviendose del virus exclusivamente en la li-
sis endosomica.

De todo lo anteriormente expuesto, es obvio que un elevado nimero de estados pa-
tolégicos del ser humano se deben al fracaso agudo o crénico de la apoptosis. Las in-
teracciones de las sefiales apoptéticas con los diversos tipos celulares, muestran la
multitud de puntos de regulacién que pueden ser afectados cuando se pierde el es-
tricto control de la muerte celular normal. A pesar de su complejidad, la modulacion
de la apoptosis supone para el farmacélogo de hoy uno de los objetivos de mayor in-
teres frente a nuevos farmacos disefiados para actuar sobre vias de integracion y trans-
duccién de sefiales. En la actualidad se cuenta con una amplia variedad de estrategias
terapéuticas que se ofrecen prometedoras frente a enfermedades neurodegenerativas,
tumorales, del sistema inmune, cardiacas y quizés las del propio envejecimiento. Entre
las 4dreas mas fértiles para el desarrollo de agentes terapéuticos relacionados con la
apoptosis, tanto para su induccién en la patologia cancerosa, como para su represion
en las enfermedades degenerativas, se encuentran aquellas que pueden afectar las vias
de 6xido-reduccién (antioxidantes), las que eliminan los radicales libres, las hormo-
nas y las estrategias que incluyen oligonucleétidos antisentido, regulacion transcrip-
cional y transferencia genética.
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