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El conocimiento de la importancia de la apoptosis en la fisio-
logia y patologia de los mamiferos ha progresado rapidamen-
te en los Ultimos afios. Lo que fueron hallazgos de laboratorio
tienen, cada vez més, una relevancia clinica. Esta revision
pretende el acercamiento, al médico general y al especialista,
de los conceptos bdsicos y de los hallazgos mas recientes
sobre apoptosis. Para facilitar su lectura se ha considerado
la apoptosis por 6rganos y tipos de patologias, aun asumien-
do que esta compartimentalizacion puede ser artificiosa en
ocasiones. La bibliografia es suficientemente amplia para po-
der profundizar tanto en el estudio de los mecanismos basi-
€0S como en la asociacion a las diversas enfermedades.

La necrosis convencional siempre se ha considerado perju-
dicial para el organismo. La introduccion de otro tipo de ne-
crosis! que pudiese estar totalmente integrada en la fisiolo-
gia de los mamiferos comienza a finales del siglo xix,
cuando pioneros como Walther Fleming la reconocieron al
estudiar al microscopio fenémenos involutivos normales,
como los existentes en los foliculos ovaricos o en la mama
poslactacion®“. Los embriélogos pronto empezaron a expli-
car muchos de los cambios acontecidos durante el desarro-
llo del embrién gracias a esta muerte celular programada
(MCP)*’. Los hallazgos morfolégicos fueron recobrados por
Kerr et al en 1972% y propusieron la denominacién de apop-
tosis para ellos (del gr. appo-toe-sis, indicativo de la caida
de las hojas de un arbol o de los pétalos de una flor)1°.

A los hallazgos morfolégicos siguieron los moleculares, ini-
ciados por Sydney Brenner al estudiar el nematodo Caenor-
habditis elegans y, posteriormente, con el descubrimiento de
un patrén caracteristico, «en escalera», al plasmar el ADN
de las células apoptéticas en un gel de electroforesis®!!-16.
Actualmente, se conocen un gran numero de sus mecanis-
mos moleculares. Ademas, la MCP se ha conservado du-
rante la evolucion filogenética e incluso existe en organis-
mos unicelulares y en las plantas®!/1°.

Los cambios morfolégicos de la apoptosis se observan mejor
con microscopia electronica®®?°. La cromatina se condensa
y forma una masa semilunar, desaparecen las uniones in-
tercelulares y las diferenciaciones de la superficie celular
mientras la célula se retrae y se hace mas densa. Por ulti-
mo, se disgrega en pequefias porciones, conocidas como
cuerpos apoptéticos, que son fagocitados sin producir feno-
menos inflamatorios® (tabla 1).

Actualmente es posible detectar la apoptosis e incluso
cuantificarla o analizar los mecanismos implicados por téc-
nicas enzimaticas, inmunohistoguimicas, citométricas o mo-
leculares?-#4,

Correspondencia: Dr. M. Vaquero.
Servicio de Anatomia Patolégica. Hospital Universitario Germans Trias i Pujol.
Ctra. Canyet, s/n. 08916 Badalona.

Recibido el 27-7-1999; aceptado para su publicacién el 30-11-1999
Med Clin (Barc) 2000; 114: 144-156

Mecanismos moleculares de la apoptosis

En la apoptosis, desde el punto de vista molecular, pode-
mos considerar tres fases. a) iniciacion; b) ejecucion, y
c) degradacion celular. Las dos primeras pueden ser
reversibles gracias a mecanismos bloqueadores o regulado-
res?!?s,

Iniciacion

Hay multiples factores inductores de la apoptosis, como
pérdida de factores tréficos o de crecimiento, aumento de
iones de calcio, radicales libres, virus, radiaciones yy UV,
quimioterapia o radioterapia®t. Cada factor puede utilizar
una determinada via inductora de apoptosis e, incluso, va-
rias. Asi, los linfocitos citotoxicos inducen la apoptosis a cé-
lulas que no son linfoides mediante la accién de la perfori-
na-granzima B, pero se eliminan entre ellas utilizando la via
FasL-Fas.

Los caminos clasicos de la sefial apoptética en los mamife-
ros son: a) activacion de receptores especializados de la
membrana celular; b) alteracién mitocondrial; c) alteracion
del ADN, y d) pérdida del contacto intercelular o del anclaje
con la matriz extracelular. Ademas, la pérdida de factores
tréficos, la perforina-granzima By la produccion de esfingo-
mielinasa son capaces de inducir apoptosis?’.

— Activacién de receptores especializados®. Las citocinas
son una familia de proteinas que regulan la proliferacion ce-
lular al unirse a receptores y células especificos. Una subfa-
milia es la del TNF, a la que pertenecen los de la apoptosis,
como el FasL y el TRAIL (TNF-related apoptosis induced li-
gand). El FasL se une a su receptor Fas (Apo 1, CD95), que
es una proteina transmembrana cuya porcion intracelular
puede trimerizarse y transducir la sefial apoptética®’. Lo

TABLA 1
Diferencias entre apoptosis y necrosis convencional

Apoptosis Necrosis

En condiciones fisiolégicas y en
enfermedades determinadas
Retirada de factores
de crecimiento

Radicales libres

Activacion de receptores
especificos

Alteracion de la p53

Alteracion metabolica o del ciclo
celular

Patolégica por
toxinas e hipoxia
graves o con gasto de ATP

Proceso activo y en células aisladas | No requiere energia y en grupos
celulares
Rotura al azar del ADN

Lisis de la membrana celular

Rotura ordenada del ADN
Fragmentacion conservando

la membrana
Fagocitosis inespecifica sin Fagocitos especializados e
inflamacion inflamacion
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mismo sucede con el TRAIL y sus receptores: TNFR1 y 228
Como veremos posteriormente, estos Ultimos también estéan
implicados en mecanismos «provida» de la célula®®?® que
pueden inhibir la apoptosis. Los dominios citoplasmicos de
los receptores se unen a moléculas especificas que actuan
a modo de segundos mensajeros de la sefial apoptética?=°.
El Fas se une al FADD/MORT1 (Fas-associating protein with
death domain), que actla como factor que se une al
FLASH, el cual atrae a varias moléculas de procaspasa 8°'3?
que, al activarse, inicia la cascada ejecutora de la apoptosis
mediante las caspasas. El TNFR1 se une al TRADD (TNF re-
ceptor-associated death domain) que puede utilizar la via
del FADD u otra via propia, poco conocida, a través del
RAIDD* que promueve la agregacion de la procaspasa 2
para ejecutar la apoptosis. Otro receptor, recientemente
descubierto’®, es el DR3, que tiene como cofactor al RIP
(receptor interaction protein), el cual agruparia a moléculas
de procaspasa 1**.

— Via mitocondrial. EI origen «bacteriano» de las mitocon-
drias justifica su importancia en la evolucién, induccién y
regulacion de la apoptosis®. La induccién de la apoptosis
desde las mitocondrias se hace al menos por tres mecanis-
mos generales®: a) alteracion del transporte de electrones
(p. €j., por la ceramide), de la fosforilacion oxidativa y de la
produccién de ATP; b) liberacion de proteinas (como el ci-
tocromo ¢)* que inducen la activacién de las caspasas®¥, y
c) alteracién del potencial redox que conduce a un incre-
mento de la produccion de superoxidos. Durante la apopto-
sis el potencial transmembrana de la membrana interna de
las mitocondrias se colapsa debido a la apertura de canales
no selectivos (poros PTP) que permiten el equilibrio de io-
nes en la matriz mitocondrial y en el espacio entre sus
membranas interna y externa. Esto altera la cadena respira-
toria y crea una hiperosmolaridad de la matriz que hace que
se expanda. La membrana mitocondrial interna se adapta a
la expansion disminuyendo sus repliegues, pero la externa
acaba rompiéndose y liberando hacia el citosol proteinas
activadoras de las caspasas como el citocromo ¢, localizado
en el espacio intermembrana®>3>3. La liberacion de citocro-
mo c utiliza un cofactor especifico conocido como Apaf-1
(apoptotic proteasa activating factor-1), capaz de agrupar
procaspasa 9 e iniciar asf la fase ejecutora de las caspasas™.
En las células en que no se altera la morfologia mitocondrial
durante la apoptosis, el citocromo ¢ saldria gracias a la
apertura de los poros VDAC (voltage-dependent anion cha-
nel), normalmente implicados en el intercambio ATP/ADP
(v. «Mecanismos reguladores»)®.

— Pérdida del anclaje extracelular. Las células se unen a la
matriz extracelular gracias a las integrinas. Muchas de ellas
reconocen a los grupos RGD (arginina-glicina-aspartato).
Estos grupos RGD pueden iniciar la apoptosis por una via
propia poco conocida®. Si hay grupos RGD solubles en
la matriz, pueden bloquear las integrinas y esto hace que la
célula se suelte e inicie la apoptosis. También se ha sugeri-
do que los grupos RGD solubles actuarian directamente so-
bre la procaspasa 3, activandola.

— Via del ADN. Cualquier dafio del ADN puede ser detectado
por las proteinas p53 y ATM (gen mutacion ataxia-telangiec-
tasia) que, como veremos mas adelante, pueden actuar favo-
reciendo tanto la supervivencia celular como la apoptosis!34!.

— Via perforina-granzima B. Es la utilizada por los linfocitos ci-
totdxicos. La perforina produce canales en la membrana celu-
lar por los que la granzima B se introduce en el interior de la
célula diana para activar directamente la procaspasa 3'%21%.

— Via esfingomielinasa. Diferentes estimulos, como las ra-
diaciones 7, activarian la esfingomielinasa, capaz de degra-

Radiaciones y Fas/TNFR1 Granzima B
[
Membrana
EFM l celular
<— EFMasa Bid
Ceramide

( @ ((FADD/FLASH-procaspasa 8 )
Citocromo ¢ @

Cascada caspasas

53 (B ‘ I

(Bcl -xL Apaf 1 Procaspasa 9) Degradacion celular
Apoptosis

Fig. 1. Mecanismos moleculares de la apoptosis. En negrita las principales
vias de la apoptosis. Formacion de dimeros reguladores (Bax-Bcl-2). Circuito
amplificador de la proteina Bid que comunica la via Fax con la mitocondrial
(explicacion en el texto); EFM: esfingomielina.

dar la esfingomielina hasta ceramide, el cual es capaz de
inducir la apoptosis®h°.

— Otras vias. Determinados factores pueden inducir la
apoptosis a través de la transcripcion de otros genes. Asi, el
aumento de iones de Ca?* en el citosol puede actuar, a tra-
vés de la calcioneurina, como activador de la apoptosis, ac-
tivando la caspasa y la endonucleasa®’, o puede activar la
transcripcion de genes del FasL#3# (fig. 1). Lo mismo suce-
de cuando faltan los factores de crecimiento, lo que anula la
via de la Akt (v. «Activacion de factores de transcripcion
provida»).

Ejecucion

En la fase ejecutora de la apoptosis son fundamentales las
caspasas'®. Las caspasas son cisteinproteasas que rompen
proteinas diana con residuos de &cido aspartico. Las caspa-
sas pueden activarse por dos mecanismos: a) una caspasa
activa a una procaspasa y asi sucesivamente, y b) por agru-
pamiento en torno a cofactores®®. El factor FADD se uniria
al cofactor FLASH, el cual agruparia a varias moléculas de
procaspasa 8/FLICE, mientras la procaspasa 9 se agruparia
en torno al Apaf 1°°. Las caspasas estan presentes constitu-
tivamente en la mayoria de las células. La agregacion de las
procaspasas la realizan cofactores favorecedores de la poli-
merizacién?14546 | a procaspasa 8 es la que se activa cuan-
do se utiliza la induccién via FasL-Fas, mientras que la pro-
caspasa 9 se activa cuando se utiliza la via mitocondrial.
La activacion de la procaspasa 9 requiere, ademas, cito-
cromo ¢ y ATP'. El conjunto de caspasas iniciadoras y de
su cofactor es lo que se conoce con el nombre de «apop-
tosoma»“®.

Degradacion celular

La degradacion celular se produce por la acciéon de las cas-
pasas ya que, ademas de actuar sobre si mismas, son ca-
paces de actuar sobre diversos tipos de proteinas®!5°746:
a) proteinas del sistema reparador y replicador del ADN;
b) proteinas del citosqueleto o estructurales, como citoque-
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ratinas, actina, catenina B y gelsolina*’; ¢) oncoproteinas
(Rb, mdm?2), y d) proteinas inhibidoras de la apoptosis, del
tipo de la Bcl-2, no sélo inactivandolas sino también produ-
ciendo un fragmento promotor de la apoptosis. Las cas-
pasas también activan la ADNasa, que rompe los cromoso-
mas>?1448 y destruyen la lamina nuclear!®“® situada bajo la
membrana nuclear y que contribuye a la organizacion de la
cromatina. También alteran la matriz nuclear®.

Como resultado de la accién de las caspasas sobre estas
proteinas se producen alteraciones que impiden la supervi-
vencia celular y explican los cambios morfolégicos caracte-
risticos'>#. Los cambios superficiales de la membrana celu-
lar y de los lipidos subyacentes que quedan expuestos
(fosfatidilserina) permiten que los cuerpos apoptéticos pue-
dan ser reconocidos por el CD14 de la célula macrofagica y
posteriormente fagocitados'#'9°. En la aparicion rapida de
los cambios morfolégicos parece clave la accion de las gel-
solinas, una serie de proteinas con especificidad tisular que
despolimerizan los filamentos de actina, los cuales son los
constituyentes fundamentales del citosqueleto®.

Mecanismos reguladores de la apoptosis

Es logico que dada la importancia de la apoptosis en la su-
pervivencia celular existan mecanismos reguladores que ac-
tten a diferentes niveles (fig. 1).

Inactivacion de ligandos

Consiste en la protedlisis o bloqueo de los ligandos de los
receptores especificos de la apoptosis, FasL y TRAIL®.

Proteinas provida y proapoptosis®>°3

Existen en los mamiferos diferentes proteinas capaces de
formar heterodimeros de cuya composicién resulta una ac-
cién apoptética o una inhibidora de la misma?. EI miembro
maés representativo de las proteinas provida es la Bcl-272, que
reside en la membrana mitocondrial externa, en el reticulo
endopldsmico y en la membrana nuclear'®. Estas localizacio-
nes y su homologia con moléculas bacterianas formadoras
de poros (toxina diftérica) hacen suponer que funcionen
como formadoras o reguladoras de poros PTP mitocondria-
les (permeability transition pore)'®. La otra proteina provida
mejor conocida es la Bcl-xL. Ambas tienen las siguientes
funciones*: a) dimerizacién con otras proteinas homdlogas
provida o proapoptosis; b) unién a proteinas sin homologia,
como la Apaf-1 (la Bcl-xL) y la calcioneurina, y ¢) formacion
de poros i6nicos mitocondriales pequefios y protectores. La
proteccion sobre las membranas mitocondriales la ejercen
previniendo la tumefaccién osmética, translocando las pro-
teinas proapoptoéticas a las membrana mitocondrial interna
e impidiendo la formacién de poros grandes, perjudiciales,
por estas Ultimas (v. «Via mitocondrial»).

La proteina proapoptética mejor conocida es la Bax, que tie-
ne localizacion citosélica antes de su activacion. La proteina
Bax favorece la apoptosis independientemente de la via de
las caspasas. Al ser activada por un estimulo apoptético (p.
ej., pb3), se transloca a la membrana externa de la mito-
condria®®, donde forma poros grandes perjudiciales (poros
VDAC), altera el potencial de membrana y libera citocromo
¢, Otras proteinas proapoptéticas son: Bcl-xS, Bak, Bad y
Bid®**°. La proteina Bcl-xL funciona de manera muy seme-
jante a la Bax.

Las proteinas provida y proapoptosis forman dimeros entre
si. Si los dimeros contienen dos proteinas provida o una
provida y otra proapoptosis se bloquea la muerte celular al
no liberarse el citocromo c. La proteina Bad es capaz de

TABLA 2
Mecanismos reguladores de la apoptosis

Supervivencia por inactivacion de FasL y TRAIL
Formacion de dimeros provida*: Bcl-2/Bax y Bcl-xL/Bak
Formacion de dimeros apoptéticos: Bax/Bax y Bax/Bak
Factores de transcripcion para la supervivencia: Akt y NF-xB
Supervivencia por inhibicién directa de las caspasas: |IAP
Ambivalentes
p53 (supervivencia por blogueo fase G1 o apoptosis via Bax)
myc (supervivencia por bloqueo factor saf o apoptosis via FasL o p53)

*El Bad se une a Bcl-2 y Bel-xL y facilita la formacién de dimeros apoptoéticos.

desplazar de los heterodimeros a las proteinas provida y fa-
vorece asi el que se formen dimeros con dos proteinas pro-
apoptéticas?®® (tabla 2).

Activacion de factores de transcripcion provida

Las células estarfan luchando constantemente por evitar la
apoptosis. La estimulacién por factores de crecimiento es
una forma de evitarla®®. Mientras se activen los receptores
de los factores de crecimiento se mantiene activado el fac-
tor Akt (factor dependiente de la cinasa serina-treonina) que
fosforila al Bad. EI Bad en este estado permanece secues-
trado en el citosol por las proteinas especificas 14-3-3 y
deja libre a la Bcl-2 y al Bel-xL*. Con la proteina Bak fun-
ciona de forma semejante.

Algunos receptores apoptéticos, como el TNFR1 y 2, ade-
mas de inducir la apoptosis, son capaces de activar factores
transcripcionales que favorecen la supervivencia celular. El
més importante es el NF-xB?°. En este caso el dominio cito-
plasmico del receptor TNFR activado se une a una familia
de proteinas citosolicas conocidas como TRAF que activan
al gen NF-xB favoreciendo la produccion de moléculas pro-
vida®® e inhiben la activacién de la procaspasa 8. El recep-
tor Fas carece de esta funcion de supervivencia®.

Esta dualidad, supervivencia-apoptosis, también es evidente
con otras proteinas. La p53 es capaz de frenar el ciclo celu-
lar para que la célula repare los dafios del ADN. Si los dafios
son irreparables, la proteina p53 promueve la apoptosis® a
través de la proteina Bax> e incrementa la transcripcion de
Bax y de los genes mdmZ2y p21 implicados en la regulacion
de la pb3*. El gen ATM actuaria induciendo la formacion
de la pb3.

Otras proteinas que tienen la dualidad supervivencia-apop-
tosis son la myc y la ras. La myc normalmente favorece la
proliferacion celular. Si faltan factores de crecimiento, oxige-
no o ciertos factores citotéxicos, la myc removeria un hipo-
tético factor conocido como Saf (suppressor of apoptosis by
Fas), lo que permitiria que se completase la apoptosis®.
También es capaz de inducir la activacion de genes que
producen sobreexpresion de FasL y Fas e, incluso, activar la
via apoptética de la pb3°9%°. La induccién de la apoptosis
por la ras es independiente de la p53 y se produce median-
te la activacion de factores de transcripcion especificos (c-
Jun) que pueden ser suprimidos, a su vez, por la activacion
del NF-xB®.

Inhibicion de las caspasas®

Hay un grupo de proteinas bloqueadores de las caspasas (3,
7 y procaspasa 9) conocidas como AP (inhibitor of apopto-
sis proteins)®. Las IAP se identificaron primero en los bacu-
lovirus y tienen dominios definitorios: el BIR (baculovirus in-
hibitor of apoptosis repeat) y el RING Zn finger, implicados
en la interrelacion ADN-proteina. Los genes [AP humanos
son fundamentalmente los siguientes: XIAP, HIAP-1y 2,y la
survivina. La survivina soélo tiene un dominio BIR y es la IAP
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mas pequefia. Inhibe directamente la caspasa 3 vy, fisiolégi-
camente, solo se expresa en tejidos embrionarios, placenta y
timo, donde actlia como estabilizadora de los microtibulos
del huso mitético®. Las proteinas bloqueadoras, HIAP-1y 2,
estan también relacionadas con el gen NF-kB, el cual favo-
rece la transcripcion de factores de supervivencia®.

Mecanismos amplificadores de la apoptosis

Los mecanismos amplificadores de la apoptosis no sélo ex-
panden la sefial apoptética en la célula donde se ha inicia-
do, sino que algunos de ellos lo propagan a las células veci-
nas. Se ha comentado la posibilidad de la myc de activar
genes productores de FasL y Fas, lo que aumentaria las
probabilidades de apoptosis de las células cercanas porta-
doras de Fas.

La proteina proapoptética Bid crea un circuito amplificador
entre la via del Fas y la mitocondrial. Asi, la activacién de la
procaspasa 8 transloca al Bid hasta la mitocondria, donde
libera un coctel de factores letales, entre ellos el citocromo
¢, que amplificara la sefial apoptética utilizando la via mito-
condrial®* (fig. 1).

La amplificacion local y la propagacion del estimulo apopto-
tico a las células vecinas también puede producirse por la
via de la Akt*. Si faltan factores de crecimiento deja de fun-
cionar la citada via y el factor FKHR-1 sin fosforilar (de la fa-
milia Forkhead que tienen un dominio caracteristico de
union al ADN) se traslada al nucleo y transcribe Bax, TNF y
FasL, con la consiguiente amplificaciéon y transmision de la
apoptosis*.

Descritos los personajes, ;,como se representaria escueta-
mente el guion de la apoptosis? (fig. 1). Una vez activados el
Fas o el TNFR1 se recluta el factor FADD que, a través del
cofactor FLASH, promueve la agregaciéon de procaspasa 8
con minima actividad proteolitica. Al unirse las procaspasas
8 terminan autoactivandose en este «apoptosoma» y poste-
riormente activan las procaspasas de niveles inferiores que
llevaran a efecto la desintegracion celular. La via mitocon-
drial comenzaria con la liberaciéon de citocromo ¢ que trunca
al cofactor Apaf 1 induciéndole cambios conformacionales
que producen su separacion de la Bcl-xL y la agregacion de
procaspasa 9 que, al activarse, inicia la cascada de las cas-
pasas. Como he comentado, la caspasa 8 es capaz, a través
de la proteina Bid, de producir la liberacion de citocromo c,
lo que crea un circuito amplificador entre ambas vias®*.

Enfermedades con apoptosis alterada

Son innumerables las enfermedades en las que se ha de-
mostrado una alteracion de la apoptosis, bien por exceso
bien por defecto® ¢’ (tabla 3). No obstante, debe conside-
rarse que el encontrar un defecto de la apoptosis en un pro-
ceso no significa que sea importante en su patogenia o en
su evolucion. Incluso si el defecto es importante, no puede
asegurarse una respuesta significativa a tratamientos que
influyan en la apoptosis.

Comentaré, agrupadas por sistemas o tipos patogénicos, al-
gunas de las enfermedades en las que los estudios realiza-
dos han aportado resultados de interés.

Enfermedades neurodegenerativas

Las neuronas parecen depender de la expresion de genes
promotores de la supervivencia, como el Bcl-xL 'y el pb3,
para sobrevivir en la edad adulta y son muy susceptibles a
la apoptosis, sobre todo por aumento de iones de calcio y
de radicales libres®” 6.

TABLA 3
Enfermedades con apoptosis alterada

Demasiadas apoptosis Apoptosis escasa

Sida Sindrome Canale-Smith
Hepatitis virales Linfomas

Enfermedad de Wilson Leucemias

Colitis ulcerosa Tumores sélidos

Anemia aplasica Resistencia a la quimioterapia
Sindromes mielodisplésicos Enfermedades autoinmunes
Algunos tumores solidos LES

Enfermedades neurodegenerativas Artritis reumatoide
Diabetes mellitus tipo | Enfermedad de Graves
Tiroiditis de Hashimoto

La apoptosis es un mecanismo importante de pérdida celu-
lar en las enfermedades neurodegenerativas y puede afectar
tanto a neuronas como a células gliales. Un nuevo anticuer-
po, la fractina, frente a los fragmentos de actina resultantes
de la accién de la caspasa 3, permite estudiar de forma mas
especifica los fenémenos de apoptosis en el sistema nervio-
S0, ya que marca tanto el citoplasma perinuclear como los
largos procesos celulares de las células implicadas, con lo
que demuestran mejor los circuitos implicados®7°.

La distribucion anatémica de la apoptosis en las enfermeda-
des neurodegenerativas varia segln el tipo de enfermedad”’.
Asi, predomina en los lébulos frontal y temporal en la enfer-
medad con cuerpos de Lewy difusos, en la enfermedad de
Parkinson (EP) y en el sindrome de Down con Alzheimer,
mientras que en la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se de-
tecta en la corteza motora y en las astas anteriores
espinales’. En la EP hay, ademés, un exceso de apoptosis
en las neuronas dopaminérgicas nigrostriadas en respuesta
a la lesion oxidativa. El hidrocloruro de selegilina, utilizado en
el tratamiento del parkinsonismo, no sélo mejora la respues-
ta dopaminérgica al actuar sobre la MAO-B, sino que inhibe
la liberacién de sustancias inductoras de apoptosis desde las
mitocondrias® e incrementa la transcripcion de Bcl-2 y de
Bcl-xL®”. En cuanto a la levodopa, parece inducir la apopto-
sis en estas neuronas, lo que tendria importancia a la hora
de considerar su uso en los estadios mas precoces de la en-
fermedad’®. En la enfermedad de Huntington hay una apop-
tosis selectiva de las neuronas del cuerpo estriado. La intro-
duccion, en ratones, de una mutacion dominante negativa
para la proteina huntingtoniana mejora la sintomatologia de
la enfermedad en los animales’.

En la ELA se han encontrado mutaciones en el gen codifi-
cante de la superodxido-dismutasa Cu-Zn. Esto provocaria
una disminucién de la capacidad de las neuronas motoras
para eliminar radicales libres junto a un aumento de la entrada
de iones de calcio y de aminoéacidos excitadores, como el n-
metil-d-aspartato, lo que produce un exceso de apoptosis™.
Las formas hereditarias autosémicas dominantes de la en-
fermedad de Alzheimer (EA) son de presentacion precoz y
se deben a mutaciones en uno de estos tres genes: preseni-
lina-1 (PS-1), presenilina-2 (PS-2) y precursor de la protei-
na amiloidea (PPA). La alteracion de la PS-1 es la causante
del 50% de los casos y es muy rara la alteracion de la
PPA75‘76.

La proteina PS-1 se enrolla en la membrana del reticulo en-
doplasmico y regula la protedlisis de la PPA, que se acumu-
lara si la proteina PS-1 es anoémala. El péptido amiloide B
estarfa aumentado en las mutaciones del gen PPA, sobre
todo su residuo amiloidégeno que se agrega facilmente, se
hace insoluble y formar las placas seniles’’’¢. Por otra par-
te, la proteina PS-2 es un sustrato de la caspasa 3, que la
rompe y deja un fragmento insoluble carboxiterminal’® pro-
ductor de apoptosis®’+7677.
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Aunque la pérdida neuronal en la EA no se correlaciona to-
talmente con la densidad de placas seniles, parece que las
neuronas circundantes no son totalmente normales y estan
predispuestas a la apoptosis por el amiloide B depositado,
que es capaz de disminuir la cantidad de proteina Bcl-2 y
aumentar la de Bax. Estos cambios incrementan la sensibili-
dad neuronal al estrés oxidativo®®*. Esta tendencia a la
apoptosis también afectaria a la microglia asociada a las
placas®. Ademaés, en la EA existirfa un circulo viciado crea-
do por la caspasa 3. Durante la apoptosis neuronal incre-
menta la cantidad de caspasa 3, la cual produce proteodlisis
de la proteina PPA y con ello la formacién del péptido -
amiloide que induciria mas apoptosis’®#°.

En las formas no hereditarias de EA de presentacion tardia hay
varios factores que podrian facilitar la apoptosis. Asi, la canti-
dad de proteina Bcl-2 neuronal disminuye con la edad y hay,
también, una mayor entrada citoplasmica de iones de calcio
que favorecerian la apoptosis’>. Ademés, un 50% de EA tardia
se da en portadores del alelo de apolipoproteina Ee4 que incre-
mentaria el riesgo de padecer la enfermedad’’. Se encuentra
en estudio el anélisis de las mutaciones del gen de la proteina
que aclararia el amiloide B de la vesicula sinaptica. Se trata del
gen de la o2 macroglobulina que esta presente en el 20% de
la poblacién y que también actuaria como factor de riesgo’’.
Hay otras enfermedades neurodegenerativas en las que la
apoptosis parece ser importante®. La retinitis pigmentosa se
debe a mutaciones en cualquiera de los tres genes de los foto-
receptores: rodopsina, periferina y subunidad B de CGMP, lo
que motiva un aumento de apoptosis de las neuronas fotorre-
ceptoras de la retina. El alcohol induce apoptosis neuronal que
podria ser la causa de la encefalopatia de Wernicke y de la psi-
cosis de Korsakoff. También en el sindrome fetal producido por
el alcohol se ha demostrado apoptosis en la cresta neural. En-
fermedades como la epilepsia, en apariencia alejadas del pro-
ceso de apoptosis, se han reproducido experimentalmente in-
duciendo focos neuronales apoptéticos®. Otras enfermedades
neurodegenerativas, como la atrofia muscular espinal, pueden
deberse a mutaciones en los genes de las AP,

El conocimiento de los mecanismos de apoptosis en las en-
fermedades neurodegenerativas abre nuevos horizontes al
tratamiento de las mismas. Algunos son mas inespecificos,
como la utilizacién de factores de crecimiento neurales o de
nifedipino para blogquear la entrada de calcio. Otros tratarén
de actuar de forma mas selectiva mediante nucleétidos anti-
sentido o inhibiendo la sintesis de PS-1 en la EA, lo que blo-
quearia la fragmentacién de la PPA’8. Terapias contra la
apoptosis, como la manipulacion de genes de la familia del
Bcl-2 o el bloqueo de la actividad de las caspasas, podrian
ser Utiles al evitar la apoptosis y conservar la funcién de las
neuronas bruscamente alteradas por un traumatismo cra-
neoencefalico o una isquemia aguda®, pero en las enferme-
dades neurodegenerativas no supone inevitablemente una
recuperacion de la funcién, como se ha demostrado en la
enfermedad de la neurona motora murina®. Por el contra-
rio, la recuperacion de la vision en la mosca Drosophila, con
pérdida de vision secundaria a mutaciones en el gen de la
rodopsina, mediante inhibidores de las caspasas abre el ca-
mino hacia el logro del binomio: inhibicion de apoptosis-re-
cuperacion de funcion'®. La apoptosis también es importan-
te en las alteraciones neurolégicas producidas por el VIHE!

Enfermedades cardiovasculares®

Ademés de la importancia que puede tener la apoptosis en
la embriogénesis cardiaca, se ha demostrado fundamental
en el desarrollo del sistema de conducciéon que ya se ha for-
mado en las primeras semanas de la gestacion, pero que se

modula en el periodo posnatal inmediato®. En este momento,
el nodo sinusal se organiza en pequefios grupos de células
redondas P, interconectadas por células transicionales alar-
gadas. El resto de miocitos circundantes a esos grupos sufre
apoptosis y, como consecuencia, se acumula coldgeno. En
cuanto al nédulo AV, tiene abundantes células P al nacer
pero casi desaparecen por apoptosis en el centro fibroso y
quedan algunos grupos cerca del haz de His. Si el proceso
de apoptosis se realiza mas lentamente pueden originarse
arritmias que se resuelven posteriormente. Si la apoptosis es
defectuosa en estas zonas del sistema de conduccion, se
producen taquiarritmias por reentrada del estimulo, pero si
es excesiva se producen bradiarritmias e incluso la muerte
sUbita cardiaca. También, en algunas arritmias y en el sin-
drome del QT largo hay apoptosis excesiva en el nodo o cer-
ca del mismo®®.

Se crefa que la apoptosis no ocurria en células terminal-
mente diferenciadas como las cardiacas o las neuronas. Re-
cientemente, se ha podido comprobar que puede inducirse
la apoptosis por agentes considerados como productores de
necrosis convencional®. Factores que producen necrosis a
altas dosis, como hipoxia, isquemia, déficit nutricional o t6-
xicos, solo producen apoptosis cuando actlan a dosis me-
nores. Asi, en la periferia de un infarto miocardico agudo y
en zonas algo alejadas, donde la isquemia ha sido menor,
pueden observarse miocitos en apoptosis. Por otra parte, la
reperfusién del area isquémica se asocia a una elevacién
brusca de radicales libres y del calcio intracelular, que son
potentes inductores de la apoptosis®.

En la displasia ventricular derecha arritmogénica se han
descrito concentraciones elevadas de caspasa 3 y de apop-
tosis®’ 8%, Esta pérdida miocelular por apoptosis podria ser
secundaria a los episodios repetidos de isquemia y reperfu-
sién que se asocian a las arritmias®. La presencia de apop-
tosis extensa se correlaciona con la presencia de sintomas
agudos y con la cronicidad del proceso.

Otro hecho importante en las enfermedades cardiacas es el
conocido como fendmeno de Jano, por sus dos caras dife-
rentes, que ocurre en la insuficiencia cardiaca®:. Al princi-
pio, una insuficiencia cardiaca de diversos origenes produ-
ce una hipertrofia compensadora. Esta situacion no puede
mantenerse indefinidamente y a la larga se promueve la
apoptosis de los miocitos, quizas por los mismos factores
(c-myc, c-fos y TGF-B) que al principio promueven la hiper-
trofia compensadora. En la insuficiencia cardiaca hay, por
tanto, un aumento significativo de la apoptosis a pesar de
que la concentracion de proteina Bcl-2 estd aumentada,
pero no es suficiente para contrarrestar a las citocinas,
los radicales libres y el propio estiramiento mecénico man-
tenidos®’.

En los vasos sanguineos, aparte de la importancia que pue-
da tener en el remodelamiento vascular la accion coordina-
da de proliferaciéon y apoptosis, se han abierto caminos en
el estudio de la aterosclerosis®. La formacion de la placa de
ateroma puede considerarse como un fenémeno inflamato-
rio que puede progresar o regresionar, y recuerda en parte
la evolucién de las heridas. Al principio hay predominio de la
proliferaciéon que incluye a los miofibroblastos. Después, las
células inflamatorias y los miofibroblastos se eliminan por
apoptosis y contribuyen a la regresion del tejido cicatrizal.
Es posible que una apoptosis insuficiente y/o mal regulada
en la zona del ateroma pueda contribuir a la progresion y
gravedad de la enfermedad®. Ademads, el aumento de
apoptosis de los macréfagos atrae a mas macréfagos e in-
crementa las citocinas inflamatorias que inducen prolifera-
cién y migracion celular. Esta apoptosis de los macréfagos
esta aumentada en la region del hombro de la placa de ate-

148




M. VAQUERO.— APOPTOSIS: SER O NO SER, ESA ES LA CUESTION

roma, lugar limitrofe con el vaso sano donde la placa se
fragmenta mas frecuentemente®. En ratas con aterosclero-
sis inducida se han demostrado grados diferentes de apop-
tosis segun la region de la placa de ateroma, que varia des-
de el 10% en zonas de esclerosis al 40% en regiones ricas
en macréfagos®. Las estatinas (fluvastatina, sinvastatina,
pravastatina) inhiben la proliferacion e inducen la apoptosis
de los miofibroblastos presentes en la placa, por lo que pue-
den tener un papel en la prevencion de la lesion inicial y de
la reestenosis®.

En los érganos diana de la hipertension arterial (HTA) tam-
bién se han demostrado valores més elevados de apoptosis.
La angiotensina Il, en relacion o sin ella con el TGF-B, pue-
de ser uno de los agentes responsables®’. El tratamiento de
la HTA con blogueadores de los canales del calcio inhibiria
la apoptosis al impedir el aumento intracelular de iones de
calcio®.

Enfermedades autoinmunes®

Las reacciones inmunes potencialmente perjudiciales al or-
ganismo pueden prevenirse por inactivacion funcional o por
apoptosis de los linfocitos implicados. En el timo se produce
una presentacion selectiva de los antigenos a los linfocitos T
inmaduros y quedan eliminados por apoptosis aguellos que
son autorreactivos. Por otra parte, los linfocitos B de los
centros germinales del ganglio sufren, tras el contacto con
el antigeno, una mutacion somatica de los genes de las in-
munoglobulinas. Esta interaccion entre las inmunoglobuli-
nas de superficie y el antigeno es necesaria para suprimir la
apoptosis y permite a los linfocitos B con inmunoglobulinas
de superficie de alta afinidad sobrevivir selectivamente y di-
ferenciarse®. Aquellos que reaccionan frente a autoantige-
nos son eliminados por linfocitos T CD4 mediante apoptosis
inducida a través de la via Fasl/Fas®.

Cabe destacar que los medicamentos utilizados en el trata-
miento de las enfermedades autoinmunes, como glucocorti-
coides o ciclofosfamida, inducen la apoptosis de los linfoci-
tos®®. En ratas con hepatitis autoinmune se ha intentado
eliminar la apoptosis de los hepatocitos introduciéndo-
les Bcl-2 transgénico o inhibiendo la cascada de las caspa-
sas®.

En la diabetes autoinmune experimental se produce al prin-
cipio una infiltracién de los islotes de Langerhans por leuco-
citos, y posteriormente linfocitos T autorreactivos destruiran
las células de los islotes. En ratones, el rechazo del injerto
pancreatico puede prevenirse en algunos casos si se cotras-
plantan miofibroblastos a los que se les ha hecho expresar
FasL, dotandoles asi de privilegio inmune (inducirian apopto-
sis de los linfocitos T que expresen Fas). Sin embargo, los
linfocitos T pueden inducir la aparicion de Fas en la superfi-
cie de los miofibroblastos, lo que motiva que se eliminen en-
tre si al reaccionar el Fas inducido con el FaslL expresado®®®.
El tiroides es uno de los 6rganos endocrinos en donde mas
se ha estudiado la importancia de la apoptosis en las enfer-
medades autoinmunes. En la enfermedad de Graves los fi-
broblastos intratiroideos actian como potentes inhibidores
de los linfocitos B del érgano, los cuales prolongan asf su
vida y la produccion de inmunoglobulinas estimuladoras®.
En la enfermedad de Hashimoto es posible que el exceso
de apoptosis de los tirocitos se produzca por mas de una
via®e567%0 E| aumento en el tiroides de IL-1B, producida tras
una infeccién u otra agresion, induce la expresion de Fas en
algunos tirocitos que transmiten la sefial de apoptosis a sus
células vecinas mediante la interaccion con el FasL ya pre-
sente en sus membranas®°'. Los linfocitos T CD8 podrian
participar en la patogenia pero son muy pocos los que tie-

nen perforina y, ademas, la cantidad de linfocitos infiltrantes
que tienen FasL es muy escasa en relacion con la de tiroci-
tos que la poseen®'. Sin embargo, es posible que el grado
de expresion de Fas sobre las células diana pueda determi-
nar la sensibilidad a la apoptosis por los linfocitos T en au-
sencia de perforina o granzima B!,

Cheng et al’” describieron en el lupus eritematoso sistémico
(LES) humano un incremento de Fas soluble en el plasma,
que interreaccionaria con el FasL e inhibiria la apoptosis in-
terlinfocitaria. Estos hallazgos no se han comprobado poste-
riormente, aunque parece existir un aumento de Bcl-2 en
los linfocitos T autorreactivos®. Ademas, en el LES es habi-
tual una linfopenia y, en estudios in vitro, parece existir una
apoptosis excesiva de los linfocitos mediada por Fas®*°*. En
la nefritis del LES hay evidencia de un aumento de la apop-
tosis glomerular que varia segun el tipo de glomerulonefritis
producida. Este aumento de apoptosis podria deberse, al
menos en parte, al 6xido nitrico que se induce por el au-
mento de IF-y, la IL-1 y el TNF-1%. En el LES un grupo de
autoanticuerpos anti-ADN se unirian al receptor de la miosi-
na 1, la cual les transporta hasta el ntcleo para que puedan
unirse a sus antigenos, como los de histona-ADN nucleoso-
mico producido durante la apoptosis®. Ademas, la miosina
1 en el citoplasma formarfa un complejo con la calmodulina
y la ADNasa implicadas en la apoptosis®. Por Ultimo, las
proteinas dafiadas durante la apoptosis podrian dejar al
descubierto epitopos antigénicos ocultos®.

En el sindrome de Sjogren se ha detectado una mayor ten-
dencia a la apoptosis de los linfocitos T CD8, mientras que
en la esclerodermia hay una disminucion de la apoptosis de
los miofibroblastos®. También hay una apoptosis deficitaria,
en este caso en los sinoviocitos, en la artritis reumatoide, la
artritis psoriasica y la asociada a la enfermedad inflamatoria
intestinal®.

Enfermedades neoplasicas. Quimiorresistencia

El crecimiento tumoral esta determinado por tres factores
principales: a) la duracion del ciclo celular; b) el porcentaje
de células proliferantes, y ¢) el porcentaje de pérdida celu-
lar. Ademas, hay una amplia relacién entre la proliferacion y
la apoptosis. Tumores con un crecimiento rapido suelen te-
ner méas apoptosis. El indice de renovacion (mitosis + apop-
tosis en 10 campos de gran aumento) parece Util en el ana-
lisis de los linfomas y, en relacion con los estadios de
Gleason, en el carcinoma prostatico?.

La carcinogénesis ofrece un claro ejemplo de como la célula
puede escapar del control de la regulacion fisiolégica de la
apoptosis, al alterar o aumentar la produccion de factores
que favorecen su supervivencia. Hay tumores que se aso-
cian caracteristicamente a una apoptosis disminuida y en
los que se conoce el factor favorecedor®. Es el caso del lin-
foma folicular y el gen Bcl-2, la leucemia mieloide crénica y
la proteina de fusién bcr-abl, o el condrosarcoma bien dife-
renciado y las abl quinasas®°'. Tumores con un indice de
apoptosis bajo, como el melanoma en fase inicial o el carci-
noma in situ de mama, se comportan agresivamente cuan-
do pierden el control, por mutaciones, de la proteina Bcl-2 o
de la proteina p53°. El carcinoma de colon tiene peor pro-
nostico y se hace resistente a la quimioterapia cuando so-
breexpresa Bcl-2%. La sobreexpresion de Bcl-2 en algunos
tumores, como el carcinoma de colon, el de préstata o el
neuroblastoma, no significa que haya una translocacion
como la existente en el linfoma folicular®.

Los tumores tienen multiples mecanismos para poder esca-
par de la apoptosis. Un ejemplo tipico de independencia de
las células neoplésicas a los factores tréficos lo tenemos en
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el carcinoma de proéstata. La castracion en ratas macho pro-
duce en una semana la pérdida por apoptosis del 70% de
las células epiteliales al desaparecer los andrégenos que las
mantenian. En el hombre la dependencia del carcinoma de
prostata a la testosterona se mantiene en el carcinoma loca-
lizado y en las metéastasis, pero a la larga alcanza un estado
de insensibilidad al tratamiento antiandrogénico al seleccio-
narse una clona celular insensible que sobreexpresa Bcl-2.
Se conserva, sin embargo, la sensibilidad al 5-fluoracilo y a
la trifluorotimidina, lo que sugiere la activacion de la apopto-
sis por otra via diferente”.

En la linea celular de melanoma metastasico o en el hepato-
carcinoma, una disminucién en la célula neoplésica de la
expresion de Fas o un incremento en la del FasL produce
la destruccion por apoptosis de los linfocitos T defensores
del organismo®67.%8,

En alglin caso un virus interviene en la patogenia de la neo-
plasia y puede producir sustancias que bloqueen la apopto-
sis. Un ejemplo es la proteina BHRF1 producida por el virus
de Epstein-Barr que puede ejercer una accion parecida a la
de la Bcl-2 en los linfocitos B infectados™.

Neoplasias con mutaciones en el gen p53 0 en sus regula-
dores disminuyen su apoptosis al no activarse la cascada de
las caspasas®; por ejemplo, en la leucemia linfoblastica in-
fantil, una sobreexpresion de mdm2 produce degradacion
de la p53y, por tanto, una mayor resistencia al tratamiento.
Incluso el medio extracelular puede influir en el proceso de
contencion de las neoplasias. En la matriz extracelular hay
sustancias que intervienen en la angiogénesis®®!%, y entre
las proteinas supresoras de la angiogénesis cabe destacar la
glucoproteina de la matriz, trombospondina-1 (TSP-1). En
condiciones fisioldgicas los fibroblastos y, probablemente,
otras células segregan TSP-1. Si las células neoplasicas in-
ducen la apoptosis de los fibroblastos, deja de producirse
este factor y, por tanto, la angiogénesis se incrementaria.
También las células de un dérgano podrian expresar FasL
ante la llegada de células tumorales, las cuales podréan ser
eliminadas si expresan Fas®.

La survivina, una IAP estabilizadora de los microtibulos que
inhibe la apoptosis, estd aumentada en la mayoria de los tu-
mores (estbmago, colon, pulmoén, neuroblastoma) excepto
en los linfomas no hodgkinianos de bajo grado. La survivina,
al prolongar la vida de la célula neoplésica, facilita su inesta-
bilidad genémica y con ella la progresion de la neoplasia’®.
En el neuroblastoma se ha descrito una correlacion entre la
presencia de survivina y un peor grado histolégico y un esta-
dio avanzado. Ademas, la survivina inhibe la apoptosis indu-
cida por el taxol, un conocido toxico de los microttibulos®.

La quimioterapia y la radioterapia han logrado resultados con-
tundentes en muchas enfermedades hematolégicas malignas
y en algunos tumores solidos, como los tumores germinales y
algunos tumores infantiles. La mayoria de los agentes quimio-
terapicos utilizados en la eliminacion de las células actuan, in
vivo e in vitro, mediante la induccion de apoptosis®'°!. Es pro-
bable que cada agente quimioterapico ejerza su efecto alte-
rando la funcion o lesionando una diana especifica en el me-
canismo de la apoptosis. Asi, el etopdsido activa una proteina
especffica (CPP-32/Price) que precede a la activacion de la
endonucleasa. Estos hallazgos deberian permitir delimitar
nuevos agentes y una mayor especificidad en los tratamientos
de los tumores. Un camino prometedor es el de la monitoriza-
cion in vivo de la apoptosis inducida por quimioterapicos en
modelos tumorales animales a los que se han producido ge-
néticamente alteraciones del programa de apoptosis®.

La célula neoplésica puede desarrollar defectos de regula-
cion de los genes que controlan la apoptosis, lo que produ-
ce resistencia a mudltiples farmacos®'%?. En la leucemia

mieloide cronica, la proteina de fusion bcr-abl confiere re-
sistencia a la apoptosis que debiera producirse tras la retira-
da de factores de crecimiento. En los carcinomas de vejiga,
mama y colon se ha descrito una minima expresion de gel-
solina, que dificultaria la ejecucion de la apoptosis posqui-
mioterapia®'. Una hipotesis, que permitiria agrupar los di-
versos agentes utilizados, consiste en clasificarles segin sus
supuestas acciones: a) por lesion o alteracion de una diana
especifica, como los microtibulos o el ADN; b) por altera-
cion de la transduccién de la sefial producida. Asi, la doxo-
rubicina sobrerregula el FasL>, y ¢) por induccién de la ma-
quinaria ejecutora de la apoptosis, como la radiacion y que
induce la formacién de Bax!®® o el paclitaxel y la vincristina
que hiperfosforilan la Bcl-2 e inhiben su capacidad para he-
terodimerizarse con el Bax*. Los farmacos que alteran la
sintesis de ADN inducen una apoptosis inmediata, mientras
que el resto la produce de forma retardada. También influye
en la rapidez de la apoptosis la dosis del farmaco, lo que
justifica las estrategias con altas dosis que evitarian las re-
sistencias®™.

Por tanto, observamos que los medicamentos citotoxicos le-
sionan las células tumorales por una variedad de mecanis-
mos (rotura o alquilacion del ADN, alteracion de microtibu-
los o inhibicion de nucledtidos precursores)'®!, y todos ellos
se traducen en la produccion de apoptosis'®. Aunque se co-
nocen otros mecanismos de resistencia a la quimioterapia,
como la sobreexpresion del gen MDR-1 o la pérdida de re-
ceptores para glucocorticoides'™, estos nuevos datos orien-
tan hacia el descubrimiento de estrategias que dificulten la
inhibicion de la apoptosis para mejorar la quimiosensibilidad.
Es posible que la presencia de factores de supervivencia au-
tocrinos o paracrinos, presentes en un microambiente celu-
lar, afecten a la efectividad de los citostaticos®. Reciente-
mente, Pitti et al*® han descrito un nuevo mecanismo,
desarrollado por las células neoplésicas en tumores de pul-
mon y colon, que permite escapar al tumor de la apoptosis.
Consiste en la produccién del receptor soluble DcR3 (decoy
receptor 3) que se une al FasL e inhibe asi la apoptosis indu-
cida por la via Fas. Esta inhibicion de la apoptosis, al igual
que la lograda por sobreexpresion de Bcl-2 o Bel-xL, crea un
ambiente celular que permite nuevas mutaciones y otras al-
teraciones cromosomicas, algunas de ellas encaminadas a
desarrollar otros mecanismos de resistencia a drogas®.
Aungue tumores caracteristicamente quimiosensibles, como
las leucemias agudas, los tumores germinales o el carcino-
ma pulmonar de célula pequefa, tienen muy diferentes indi-
ces de apoptosis, no hay duda de que una mayor resistencia
a la apoptosis debe dificultar la acciéon de los agentes qui-
mioterapicos o de la radioterapia'®.

Trasplante de 6rganos'®®

Los linfocitos necesitan para ejercer su funciéon de las co-
rrespondientes células presentadoras de antigeno (CPA)
que informan a sus receptores de membrana a través de los
HLA |y Il. Las moléculas HLA transportan hasta la membra-
na de la CPA fragmentos de péptidos extracelulares o sinte-
tizados enddgenamente, no distinguiendo entre antigenos
propios o extrafios. Se unen a cualquier péptido que encaje
en su receptor. Por eso debe haber mecanismos que eviten
el reconocimiento de péptidos propios por los linfocitos!®®.
El mas importante ya se ha comentado y consiste en la de-
lecion apoptética de linfocitos T, que estan desarrollandose
en el timo, o de linfocitos B de los centros geminales gan-
glionares, que lleven receptores de afinidad para péptidos
derivados de autoproteinas®™. Otro mecanismo es expresar
constitutivamente FasL, como lo hacen las células de Serto-
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li, el epitelio corneal, el iris y la retina®. La posesion de FasL
les confiere un privilegio inmune ya que son capaces de
destruir por apoptosis a linfocitos T que expresen Fas en su
membrana. En el caso del sistema nervioso central ese pri-
vilegio inmunolégico probablemente se deba a la existencia
de la barrera hematoencefélica®. Con estas premisas puede
considerarse el rechazo como un fenémeno fisiolégico en el
que se activan los linfocitos Ty B. Lo que los linfocitos T ac-
tivados del huésped producen en el 6rgano trasplantado es,
por tanto, una apoptosis'® que entra totalmente dentro de
la fisiologia del sistema inmune!®’. Los farmacos que pro-
mueven la apoptosis de los linfocitos T periféricos podrian
amplificar el efecto de los inmunodepresores convenciona-
les'®®, Un producto nuevo, disponible para su utilizacion en
el rechazo agudo resistente al tratamiento, es el IPS-1. Se
trata de un extracto purificado de cultivos del hongo /saria
sinclairii y quimicamente modificado a FTY 720. Su efecto
se prolonga durante un par de semanas en las que dismi-
nuyen de forma importante los linfocitos T periféricos y se
potencia la accién de la ciclosporina'®. Otras experiencias
para inhibir el rechazo intentan introducir, junto al érgano
trasplantado, células tratadas para que expresen FaslL y se
comporten frente a los linfocitos T portadores de Fas igual
que las citadas en el privilegio inmune.

Organos hematopoyéticos

La apoptosis no es sélo un destino para células diferencia-
das, terminales o lesionadas. También se utiliza para regu-
lar el numero de células en distintos estadios evolutivos,
desde las stem cell hasta las células maduras. La hemato-
poyesis es un caso tipico de este aserto, que cuando se al-
tera puede producir enfermedades como los sindromes
mielodisplasicos. En ellos, aunque hay un incremento de la
proliferacion, el 75% de las células precursoras sufren
apoptosis en estadios madurativos precoces’®!'%. Otros au-
tores!'!® detectan apoptosis en un nimero bastante menor
de casos y aconsejan seguir estudiando su relacion con las
citopenias. Otro ejemplo es la anemia aplésica, en la que los
linfocitos T segregan IF y que induce apoptosis en las célu-
las precursoras CD 34. En la anemia por déficit de glucosa
6 fosfato deshidrogenasa, la ingestién de determinadas sus-
tancias, como los antimalaricos, genera un exceso de radi-
cales libres en los hematies que al sufrir una apoptosis ge-
neralizada producen las crisis hemoliticas tipicas de esta
enfermedad®®.

La importancia clinica de las leucemias y linfomas ha moti-
vado un mayor nimero de estudios y conocimientos sobre
la apoptosis en estas enfermedades. Las alteraciones en el
gen 0 en la expresion de Bcl-2 son las que cuentan con
mas aportaciones en la bibliografia. Es clasico considerar la
translocacion reciproca t(14;18) (g32;q31) en la patogenia
del linfoma folicular, en el que el incremento de Bcl-2 dis-
minuye la apoptosis de las células neoplasicas. Entre los lin-
fomas no hodgkinianos la expresion de Bcl-2 y Bax es dife-
rente entre los tipos indolentes y mas agresivos®. Sin
embargo, hay linfomas que sobreexpresan Bcl-2 y sufren
apoptosis, lo que indica que debe haber otros mecanismos
de apoptosis que utilizan una via diferente de la del Bcl-
253111 En los linfomas foliculares la elevacion de la Bcl-2
junto a la ausencia de la caspasa 3 justificaria la pobre res-
puesta a la quimioterapial’®.

La translocacion reciproca t(9;22) (q34;g11), que produce
el cromosoma Filadelfia, codifica la proteina quimérica por
fusion bcr-abl, que interviene en la patogenia de la leuce-
mia mieloide crénica y, posiblemente, le proporciona re-
sistencia al tratamiento al dificultar la apoptosis de la célu-

la neoplasica'®. La sobreexpresion de Bcl-2 se ha correla-
cionado con la resistencia a la remision completa en la
leucemia mieloide aguda. En la leucemia linfoblastica in-
fantil también estéa incrementada la Bcl-2. Un aumento re-
lativo del cociente Bcl-2:Bax se correlaciona in vitro con la
quimiorresistencia y la disminucion de la supervivencia en
la leucemia linfatica crénica'®. En el linfoma difuso B de
célula grande el aumento de Bcl-2 se asocia a un estadio
avanzado y a una disminucion de la supervivencia''®. La
lenta acumulacion en los linfomas del tejido linfoide aso-
ciado a mucosas (MALT) de bajo grado puede resultar
parcialmente de una prolongacion de la vida de los linfoci-
tos neoplésicos debido al bloqueo de la apoptosis mediada
por Bcl-2114,

Una mutacién en linea germinal del gen Fas impide la
transduccion adecuada de la sefial de apoptosis al alterarse
la region citoplasmica del receptor Fas. Esto produce un
sindrome linfoproliferativo pediatrico conocido como sindro-
me de Canale-Smith, en el que se acumulan en los ganglios
linfocitos T inmaduros (CD4 y CD8 negativos) y hay hiper-
gammaglobulinemia con fendmenos autoinmunes que cau-
san anemia hemolitica, neutropenia, trombocitopenia y glo-
merulonefritis. Los pacientes que alcanzan la edad adulta
tienen una mayor incidencia de neoplasias sélidas®*11°, En
otra enfermedad que simula un sindrome proliferativo au-
toinmune, la leucemia crénica de linfocitos granulares, ca-
racterizada por la proliferacién de linfocitos T CD8 activados
y algunos signos sugerentes de autoinmunidad, se han des-
crito valores elevados de CD95 sin mutaciones. Esto sugeri-
ria un defecto en la via apoptética del CD95!.

La variabilidad de la expresion de Fas en las neoplasias he-
matolégicas no se ha examinado en profundidad, aunque
las deleciones y reordenamientos del gen que lo codifica
son importantes en el linfoma de Hodgkin y en los linfomas
no hodgkinianos®112116117 = sobre  todo los de tipo
MALT!'518 En la enfermedad de Hodgkin clésica hay una
elevacion de la expresion de la caspasa 3, lo cual no ocurre
en el tipo predominio linfocitico nodular'*?. En la leucemia
mieloide aguda hay dos grupos, uno en el que, igual que
ocurre fisiolégicamente, la célula neoplasica sufre apoptosis
al ser privada de los factores de crecimiento hematopoyéti-
cos, mientras que en el otro no ocurre. Esto confiere a este
Ultimo grupo un peor pronostico y una resistencia a la qui-
mioterapia!®® 113,

En las enfermedades hematolégicas malignas son menos
frecuentes las mutaciones del gen p53 que en los tumores
solidos, pero su presencia se asocia a progresion de la en-
fermedad, a un peor pronéstico y a una resistencia al trata-
miento. Por ejemplo, la adquisicion de la mutacién pb3 se
asocia a la progresion del linfoma folicular a linfoma difuso
de célula grande, a crisis blastica en la leucemia mieloide
cronica, a desarrollo de leucemia mieloide aguda en los sin-
dromes mielodisplasicos y a mayor recurrencia de la leuce-
mia linfoblastica T!!2.

Como puede observarse, la demostracion de una alteracion
de la apoptosis en las enfermedades hematolégicas malig-
nas puede mejorar la precision diagndéstica e identificar gru-
pos que debieran tratarse de forma mas agresiva y, proba-
blemente, con nuevas estrategias'!”.

Enfermedades virales

En general, los virus tienden a disminuir la apoptosis de las
células infectadas, que los linfocitos T citotdxicos pretenden
eliminar mediante la transferencia de granulos de perforina
y granzima B o con sefales a través de receptores de la fa-
milia del TNF!®,
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Para inhibir la apoptosis, los virus actian fundamentalmen-
te a tres niveles: el de la protefna Bcl-2, el de las caspasas o
sobre la p53. Asi, el adenovirus, el virus de la fiebre aftosa y
el virus de Epstein-Barr producen sustancias semejantes a
la Bcl-2: E1B, LMWS-HL y BHRF-1, respectivamente. La
capacidad transformadora de los linfocitos B por el EBV po-
dria deberse a la proteina LMP-1 que activaria el NF-kB.
Este factor de transcripcion genera factores provida y es ca-
paz de inhibir la apoptosis por aumento de HIAP-1%%. Los
poxvirus y baculovirus tratan de inhibir el ICE con la Crm A
y la p35°°7, mientras que la proteina E6 del virus de papilo-
ma humano y la 40 Tag del virus simio inactiva la p531°2,
Por el contrario, el virus de la inmunodeficiencia humana
produce un exceso de apoptosis en los linfocitos T CD4 al
sobrerregular la expresion de Fas®®'?°, aunque no ha podido
demostrarse in vitro que la via para la apoptosis sea la in-
terrelacion Fas-FasL'?!. Otros autores!'?? encuentran una ac-
tivacién del ICE como favorecedor de la muerte celular.

Los linfomas que se producen en los enfermos con infec-
cion por el VIH, a semejanza de aguellos que surgen en pa-
cientes sin inmunodepresién, presentan expresion de pro-
teinas inhibidoras de la apoptosis. La proteina Bcl-2 y la
Bcl-xL se encuentran en el 42 y el 66% de los linfomas no
hodgkinianos presentes en el sida. Ademas, en los linfomas
no hodgkinianos de los enfermos con infeccién por el VIH,
la presencia del virus de Epstein-Barr en las células neopla-
sicas se correlaciona fuertemente con la expresiéon de Bcl-2
y Bcl-xL''°, probablemente a través de la proteina LMP-1
del virus'®. Por otro lado, la proteina Tat de enfermos VIH
positivos tiene secuencias RGD, semejantes a las existentes
en la matriz extracelular, que podrian ser activadoras de las
caspasas®.

En el sistema nervioso central las principales células diana
del VIH son los macréfagos y la microglia. Las neuronas no
se infectan, lo que indicarfa la existencia de un mecanismo
indirecto de lesion neuronal que induciria la apoptosis posi-
blemente por factores solubles'?®.

Rifién

El indice apoptético en el rifidn normal del adulto es relati-
vamente bajo'?*, y se tiene poca informacion sobre la apop-
tosis en condiciones fisiolégicas. Se cree que algunas altera-
ciones que se producen durante el desarrollo, como el rifion
poliquistico, pueden deberse a una anomalia de la apopto-
sis de la nefrona durante la diferenciacién del metanefros®.
La isquemia y las sustancias toxicas pueden producir apop-
tosis en los tubulos renales, al igual que pueden lesionarse
en el rechazo crénico'”. En el glomérulo la apoptosis pare-
ce importante para disminuir la celularidad, tanto inflamato-
ria como mesangial, y reparar las lesiones previas de las
glomerulonefritis'®91?5 También parece importante en la
produccién de fibrosis intersticial'® y en la carcinogénesis
renal'?’. En la nefritis lipica la miosina 1 podria internalizar
determinados anticuerpos anti-ADN vy transportarlos hasta el
nucleo® (v. «<Enfermedades autoinmunes»).

Aparato digestivo

En el higado, las sales biliares y el alcohol inducen apopto-
sis hepatocitaria por mecanismos no bien conocidos®. En
las hepatitis virales se produce una expresion aberrante de
Fas que conduce a la apoptosis hepatocitaria’?®, mientras
que una mutacion del gen p53 por la aflatoxina B disminu-
ye la apoptosis e interviene en la patogenia del hepatocarci-
noma'”. En enfermedades autoinmunes como la colangitis
esclerosante primaria y la cirrosis biliar primaria, se sobre-

expresa Fas y la accion de los linfocitos T CD8 parece ser
importante en su patogenia'®.

En el pancreas la apoptosis parece tener un papel destaca-
do en la evolucion de la pancreatitis alcoholica y en la atro-
fia postobstructiva®*4°.

En el estémago, en las Ulceras asociadas al alcohol, a los
antiinflamatorios no esteroides y a Helicobacter pylori, la
apoptosis del epitelio gastrico podria ser fundamental®1°,

Sistema osteoarticular'*°

La dureza de la estructura 6sea es una barrera determinan-
te para el estudio de la apoptosis en este tejido. Fisiolégica-
mente, la apoptosis de los condrocitos hipertréficos de la
placa de crecimiento es esencial como favorecedora de su
osificacion posterior. Una disminucion de la apoptosis con-
drocitaria se asocia a la acondroplasia'°.

En el proceso de apoptosis, la célula ésea mejor estudiada
es el osteoclasto’®°. La duracion de la reabsorcion del hueso
promovida por los osteoclastos puede variar por la accion
de mediadores solubles que causarian su apoptosis y frena-
rian asi su accién. El osteoclasto en apoptosis se reconoce
facilmente porque mantiene la expresion de fosfatasa resis-
tente al tartrato. Los estrogenos pueden promover la apopto-
sis de los osteclastos probablemente a través del TGF-B. En
la menopausia, al disminuir las concentraciones de estroge-
nos, disminuye la apoptosis osteoclastica y se produce facil-
mente osteoporosis. Enfermedades que cursan con un au-
mento de reabsorcion ésea, como la enfermedad de Paget
el hiperparatiroidismo y la hipercalcemia tumoral, pueden
beneficiarse de sustancias como los bifosfonatos que indu-
cen apoptosis en los osteoclastos.

Aparato respiratorio

El pulmén es un 6rgano que alcanza la maduracion al final
de la gestacion y que debe sufrir una evolucion rapida tras
el nacimiento para adaptarse a la nueva funcién respirato-
ria. En concordancia con esto, estudios in vivo e in vitro en
ratas'®' han demostrado que el mesénquima y el epitelio
pulmonar sufren apoptosis tardia durante su desarrollo fetal.
Durante el primer dia de vida posnatal el nimero de células
en apoptosis se multiplica por 14 y disminuye rapidamente
hasta valores anteparto durante la primera semana después
del nacimiento. La apoptosis afecta principalmente, tanto en
la rata como en la especie humana, a las células intersticia-
les de los septos alveolares'®?.

En el epitelio bronquial de la rata se localiza FasL en las cé-
lulas de Clara. Su presencia disminuye durante los procesos
alérgicos que afectan a la via aérea, lo que sugiere que pue-
de ser un factor a tener en cuenta como controlador de la
actividad inmunolégica en esta zona'*3. La apoptosis en el
alvéolo se ha estudiado en algunas infecciones y en la neu-
moconiosis. Tanto en ratas como en humanos, se ha de-
mostrado que el asbesto y el polvo de silice inducen apopto-
sis en las células alveolares y en las que conforman los
nédulos fibrohistiocitarios. La cantidad de apoptosis esta en
relaciéon directa con la dosis'®* y puede ser un factor impor-
tante en la regulacion de los cambios inflamatorios'*®. Tam-
bién el bacilo tuberculoso promueve la apoptosis de los ma-
crofagos alveolares y es mas extensa en los granulomas
caseificantes!=°.

En el carcinoma pulmonar de célula pequefia puede existir
una sobreexpresion de proteina Bcl-2 que se asocia con
una resistencia a la quimioterapia y a la radioterapia. Esta
resistencia puede disminuirse mediante la utilizacion de oli-
gonucledtidos antisentido con diana en el gen Bcl-2'%7. En
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el carcinoma pulmonar de célula no pequefa la positividad
de las células tumorales para Bcl-2 y p53 no se correlacio-
na con el indice apoptdtico'®®. La cantidad de apoptosis
tampoco se correlaciona con el pronéstico'®®, ni hay datos
definitivos de que la positividad para Bcl-2 confiera un me-
jor prondstico en el carcinoma epidermoide!®® o en el carci-
noma de célula no pequefia en general'*!. Un aumento pro-
gresivo de la actividad apoptética y de la proliferacion del
epitelio bronquial se ha descrito en la secuencia de meta-
plasia-displasia-carcinoma'*’.

Piel'*3

Los melanocitos localizados en la piel deben emigrar duran-
te el desarrollo embriolégico desde la cresta neural hasta la
epidermis y dependen de factores, parecidos a los neutrofi-
CO0S, para su supervivencia y evitar asi la apoptosis. Al igual
que las neuronas, los melanocitos sobreexpresan Bcl-2, lo
que les protege de la apoptosis inducida por la radiacion
UV. Una apoptosis fisiolégica es evidente durante la madu-
racion epidérmica, al igual que durante las fases ciclicas del
foliculo piloso. Diferentes formas de alopecia muestran alte-
raciones importantes de la apoptosis'**; asi, por ejemplo, la
causada por los citostaticos que inducen prematuramente
la fase de catageno.

En enfermedades cutédneas de diverso tipo que cursan con
reacciones liguenoides, se ha sugerido que el abundante in-
filtrado linfocitario podria inducir apoptosis a las células ba-
sales de la epidermis'. Los llamados cuerpos de Civatte y
cuerpos coloides no son mas que ejemplos morfolégicos de
apoptosis y no el resultado de una queratinizacion alterada.
La apoptosis de los queratinocitos basales en el liguen pla-
no probablemente esté inducida por linfocitos T CD8'4°. En
el lupus eritematoso la radiacion UV-B hace que los querati-
nocitos transporten hasta su membrana autoantigenos (Ro,
La) y, durante la apoptosis, se acumulan en las pequefias
yemas que se forman en la membrana celular, lo que facili-
tarfa la respuesta autoinmune!#®. También en la dermato-
miositis se ha descrito un aumento de apoptosis en los que-
ratinocitos basales por la accién de las radiaciones UV-B'#7.
La buena respuesta obtenida con PUVA en las enfermeda-
des con infiltrados ricos en linfocitos T como la psoriasis o el
linfoma T cutdaneo'*® se debe, no solo a la apoptosis induci-
da en esos linfocitos, sino en gran medida a que los querati-
nocitos disminuyen su produccién de IL-7. Esta citocina es
esencial para mantener la respuesta linfocitaria T'4°.

Una disminucién de la apoptosis de los fibroblastos dérmicos
se ha observado en la esclerodermia’® y en los queloides®.
Las células del melanoma expresan FaslL, lo que produce
apoptosis de los linfocitos T portadores constitucionalmente
de Fas®,.

Miscelanea

Algunas toxicidades producidas por medicamentos podrian
deberse a que inducen apoptosis. Un ejemplo es la produ-
cida por los aminoglucésidos en el epitelio vestibular®. En la
rotura prematura de las membranas fetales también esta
implicada en cierta medida la apoptosis aumentada del am-
nios!s!.

Orientaciones terapéuticas futuras en enfermedades
con alteraciones de la apoptosis

Se han comentado algunas sustancias, como los antago-
nistas del calcio o los bifosfonatos, que se vienen usando
en enfermedades con apoptosis alterada. Enfermedades en

las que el tratamiento quirdrgico es importante en algin
momento de su evolucién podrian cambiar drasticamente
su terapéutica. La hiperplasia nodular prostatica puede be-
neficiarse de la apoptosis que induce el finasteride en el
epitelio glandular, mientras el sulindac restaura o promo-
ciona la apoptosis en los adenomas de la poliposis familiar
del colon y puede inducir su regresion'#>1%2, La accion tera-
péutica del trioxido de arsénico en la leucemia aguda pro-
mielocitica se ejerce a través de la apoptosis de las células
neoplasicas!'.

En general, las nuevas terapias frente a las enfermedades
con alteraciones importantes de la apoptosis pueden englo-
barse en tres categorias®. En la primera se incluirian las te-
rapias génicas'®3. Con ellas se podria restaurar un gen p53
alterado mediante otro normal encapsulado en liposomas vy,
asi, hacer de nuevo quimiosensible una determinada neo-
plasia®>*%®. También se podria aprovechar la presencia de
ese gen p53 defectuoso para introducir adenovirus que soélo
se repliguen en células que tienen esa alteracion, concreta-
mente las neoplasicas!'®%*. Una transferencia del alelo mu-
tado de la pb3, del gen Bcl-2 o del gen de resistencia a dro-
gas (MDR1) a stem cell hematopoyéticas les induciria
resistencia a la quimioterapia y, por tanto, ventaja sobre las
células neopldsicas™.

En la segunda categoria se incluirian las moléculas con dia-
na en la modulacién inicial (FaslL) o tardia de la apoptosis.
Se podrian utilizar inhibidores de las caspasas, como la
CrmA del virus de la varicela, o proteinas sin relaciéon con vi-
rus y homologos a la caspasa 8, pero sin su funcion®. Los
efectos apoptoticos obtenidos en los linfomas de linfocitos B
con el anticuerpo anti-CD20 parecen deberse a las altera-
ciones que se producen en la concentracion de los iones de
calcio que inducirian apoptosis!®®. En otras ocasiones se
pueden utilizar factores de crecimiento especificos®'® o eli-
minarlos, como se hace al usar sustancias antiestrogénicas
0 antiandrogénicas®. En la Ultima categoria se incluirian las
moléculas capaces de actuar sobre los genes que regulan la
apoptosis®°362104  Por ejemplo, se puede modular la rela-
cion Bcl-2:Bax®®, fosforilizar la Bcl-2 para inhibir su accion
o utilizar oligonucleétidos antisentido frente al gen Bcl-2,
como se ha intentado en los cuadros neurodegenerativos
asociados al alcoholismo® y en el carcinoma pulmonar de
célula pequenia'®’.

En una misma enfermedad se podria utilizar mas de una
estrategia. Asi, en el sida podriamos utilizar ciclosporina
muy precozmente para inducir apoptosis de los linfocitos T
CD4 infectados o inhibir su apoptosis, en fases muy avanza-
das, con la levocartinina o el acido aurintricarboxilo que blo-
quearia las protesas virales®.

Sin embargo, la utilidad real de todas estas terapéuticas
esta por demostrar, ya que salvar una célula de la apoptosis
no quiere decir que se haya preservado su funcion®.

Consideraciones finales

En resumen, existe un tipo de necrosis celular fisiologica, la
apoptosis, que permite la homeostasis de los tejidos. Al prin-
cipio conocfamos tan sélo su morfologia pero en los Ultimos
afios se han ido desvelando sus mecanismos de produccion
y de regulacién, asi como la manera de detectarlos. Cada
vez conocemos mejor las relaciones entre apoptosis y enfer-
medad, aunque desconocemos en gran medida la importan-
cia de la misma en la mayorfa de los procesos patolégicos.
Enfermedades tan frecuentes como la neurodegenerativas o
las autoinmunes conllevan una importante alteracion de la
apoptosis en su fisiopatologia, lo que nos permite ser opti-
mistas en la busqueda de nuevos farmacos que ayuden a
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regular la necrosis celular que dejo de ser fisiolégica. El reco-
nocimiento de que la mayoria de los agentes antineoplasicos
actian induciendo apoptosis en las células tumorales abre
nuevos horizontes para el desarrollo de productos mas reso-
lutivos en el control del cancer.
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