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EDITORIAL

La apoptosis: un tema  de  interés para  el laboratorio

clínico

Apoptosis:  a  topic  of interest  for  the  clinical  laboratory

El  término  «apoptosis»  se  estableció  en  1972  por  Kerr,  Wyllie
y  Currie  y  define  un  tipo  de  muerte  celular  específico  que
también  se  ha llamado  «muerte  celular  programada». La
apoptosis  se diferencia  de  la necrosis,  que  es otro  tipo de
muerte  celular,  en que  no  se produce  la activación  de células
inflamatorias.  Por  el  contrario,  la necrosis  se  debe  a  proce-
sos  violentos  sin  necesidad  de  ATP  y  que  dan  lugar  a procesos
osmóticos  desmesurados  que  además  conducen  a  las  células
vecinas  a  la  muerte  por atracción  de  células  inflamatorias.  El
resultado  es  una  afectación  del tejido  donde  se  produce1---9.

Pero  dado  que  la  apoptosis  actúa  como  oponente  a  la
mitosis,  es  muy  importante  su relación  con  el  ciclo  celular.
En  el  ciclo  celular  hay  cuatro  fases:  mitosis,  fase de  control
celular  G1,  síntesis  de  ADN y fase  de  control  G2.  La apoptosis
puede  iniciarse  en  el  tercio  final  de  G1  para  impedir  que  una
célula  dañada  ingrese  en  la  fase  de  síntesis  de  manera que
las  mutaciones  no  se reproduzcan  durante  la réplica  del  ADN
y  en  la fase  G2  para  impedir  que  las  células  que  no  hayan
llegado  a  la  madurez  entren  en mitosis.

La  apoptosis  puede  aparecer  tanto  en  procesos  fisioló-
gicos  como  en procesos  patológicos.  Entre  los fisiológicos
tenemos:  la  morfogénesis  de  los  dedos  durante  el  desarrollo
embrionario,  el  refinamiento  de  la  inervación  neuronal  y la
selección  de  los linfocitos  que  no  responden  contra  el  pro-
pio  organismo.  Pero  también  en  procesos  patológicos,  como
son:  las  arritmias  paroxísticas  en el  nodo  AV, la  disminu-
ción  de  las  células  colinérgicas  producida  en  el  Alzheimer,  la
disminución  de  las  células  dopaminérgicas  en  el  Parkinson,
la  disminución  de  las  motoneuronas  en  la  esclerosis  lateral
amiotrófica,  las  células  infectadas  por  virus,  la  células  con
el  ADN  lesionado,  las  células  cancerosas,  etc.5,10---15.

La  apoptosis  produce  una  serie  de  cambios  en la  morfo-
logía  celular  que  llevan  a la  muerte4---6,16---18:

•  Aumento  de  la  densidad  intracelular  .El  retículo  endoplás-
mico  forma  vesículas  y se fusiona  con la  membrana  celular
expulsando  su contenido  al exterior.

•  Disminución  del  volumen  celular  mientras  que  la  densidad
aumenta  debido  a  la formación  de  gránulos.

•  Se  mantienen  los  orgánulos  citoplasmáticos  de una  forma
compacta.

•  Aumento  de la concentración  de  calcio  libre  citoplasmá-
tica.

•  Cambios  en  la membrana  celular  .La fosfatidil  serina  se
expresa  en  el  exterior  de la  célula  transformándose  en
señal  de reconocimiento  para  los  fagotitos.  Se  evita  la
inflamación  al no  existir  vertido  del  contenido  celular  ya
que  los  cuerpos  apoptóticos  son  rápidamente  fagocitados
y degradados.

• Cambios  en  el  citoesqueleto.
•  Aumento  en  la  síntesis de  proteínas  necesarias  para  las

rutas  metabólicas  de la  muerte  celular.
•  Condensación  de la  cromatina  y  fragmentación  en  oligo-

nucleosomas  (cariorrexis).

El  conjunto  de estos  cambios  da  como  resultado  la  des-
trucción  de  las  células  de forma  silenciosa,  por lo que  se
puede  desarrollar  de forma  fisiológica  sin producir  altera-
ciones  en  las  funciones  del organismo,  siempre  y  cuando
esté  programada  de una  forma  adecuada  y no  se deba  a
defectos  del  equilibrio  entre  la inhibición  y  la  activación  del
proceso19---22.

Las  técnicas  de  detección  de los  cambios  morfológicos
son:

•  Visualización  de  la  cromatina  mediante  fluorocromos  que
se  intercalan  en el  ADN:  etidio,  propidio,  etc.

• Estudio  de  la cromatina  por  microscopia  electrónica.
•  Análisis  del genoma  por electroforesis  de ADN.
•  Detección  de los  extremos  del  ADN  hidrolizados  mediante

la  tinción  TUNEL  (derivada  de uridina).

En  la  apoptosis  se pueden  distinguir  3  fases:
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---  I.  Fase  de activación.  Puede  darse  tanto  por una  inducción
negativa  (debida  a  una  pérdida  de  actividad  supresora,
falta  de factores  de  crecimiento,  disminución  del con-
tacto  con  las  células  vecinas)  como  por inducción  positiva
(unión  ligando-receptor,  señales internas).

Dentro  de  la  inducción  positiva  hay  2  rutas:

-  Vía  intrínseca  o  mitocondrial:  comienza  con la  activación,
por  parte  de  p53,  de  la proteína  proapoptótica  BaX  que  se
asocia  con  el  poro mitocondrial  de  permeabilidad  transi-
toria  formado  por el  transportador  de  adenin  nucleótido,
el  canal  aniónico  mitocondrial  dependiente  de  voltaje  y la
ciclofilina  D. Con  esto  se  produce  una  salida  de  los  factores
apoptóticos.

-  Vía  extrínseca  mediada  por  receptor:  Estos  receptores
tienen  2  dominios:  uno,  extracelular  rico  en  cisteína  y
otro,  intracelular  responsable  de  la  activación  de  segun-
dos  mensajeros  encargados  de  producir  la cascada  que
desembocará  en  la  apoptosis.  Existen 3  tipos  de  recep-
tores  de  muerte:
•  El  receptor  para  el  TNF  que  al  trimerizarse  y  agrupar  los

dominios  de  muerte  permite  la  unión  de  TRADD  o  domi-
nio  de  muerte  asociado  a TNFR  el  cual  recluta  moléculas
de  señalización  y  activa  factores  de  trascripción  (NFk
B  y el  JNK/AP-1).  También  puede  asociarse  con  FADD
(factor  asociado  al dominio  de  muerte)  y activar  la
procaspasa-8.

•  El  receptor  Fas  (Apo-1 o  CD95)  que  al trimerizarse  per-
mite  que  el  dominio  efector  de  muerte  del FADD  actúe
activando  las  caspasas  8  y 10.  Pero también  puede
unirse  a DaXX  activando  proteinquinasas  y estimulando
la  mitosis  y  el  ciclo  celular.  De esta forma  la  vía  está
inactivada  hasta  que  se  une el  receptor  al  ligando  Fas.

•  Por  último  los receptores  que  desempeñan  una  función
fisiológica  cuya  sobreactivación  produce  la  apoptosis
como  los receptores  del glutamato.

II.  Fase  de propagación.  En  esta fase  los segundos  mensa-
jeros  se  encargan  de  propagar  la  señal para  que  tenga  lugar
la  apoptosis.  Estos  son:

1. Calcio:  incrementos  aberrantes  en  la  concentración  pue-
den  provocar  la  activación  de  enzimas  que  producen
radicales  libres.

2.  Ceramida:  aparece  en  la porción  interna  de  la  membrana
mitocondrial  pero  su translocación  provoca  un descenso
en  el  potencial  transmembrana  y  la  formación  de un  poro
de  permeabilidad  transitoria.

3.  p53:  es un  factor  de  transcripción  activado  en respuesta
al  daño  en  el  ADN  que  utiliza  la célula  en  fase G1  para
reparar  el  ADN.  Si la célula  no  puede  reparar  el  daño
genético  induce la  muerte  celular.  El resultado  de  una
función  anormal  de  este  gen  puede  ser el  desarrollo  de
una  neoplasia  maligna  (más  del 50%  de  los  tumores  huma-
nos  están  asociados  a  mutaciones  del  gen  p53).

4.  Bcl-2:  es una  familia  de  oncogenes  dividida  en  2  tipos
de  proteínas,  las  de  supervivencia  celular  (Bcl-X,  Bcl-W
y  Bcl-2)  y  las  que  ayudan  al  suicidio  celular  (Bid,  Bad,
Bax).  Forman  dímeros  siendo  su  abundancia  relativa  la
que determina  la  activación  de  la  muerte  celular.

5.  c myc:  es  un protooncogen  cuya  sobreexpresión  desen-
cadena  el  estímulo  apoptótico  según  la  disponibilidad  de
otros  factores  de crecimiento  celular.

Cuando  se altera la  permeabilidad  de  la  mitocondria  por
la  formación  de un  poro  de permeabilidad  transitoria  (cera-
mida)  se liberan  de su interior:

1.  Citocromo  C  cuyo  objetivo  citosólico  es  el  Apaf-1  con  el
que  se une  y favorece  a  su vez la  unión  de dATP.  Esto abre
la molécula  de Apaf-1  que  polimerizará  al  mismo  tiempo
que  se  recluta  la  procaspasa-9  por el  motivo  CARD  del N
Terminal  de Apaf-1.  Mediante  una  proteolisis  autocatalí-
tica  se activará  la procaspasa-9.

2. Factor  inductor  de la  apoptosis:  se localiza  en  el  espa-
cio  intermembranal  y cuando  sale  de la mitocondria  se
dirige  al  núcleo  donde  se  une al ADN  y desencadena  su
destrucción.

3.  Smac/diablo:  bloquea  las  proteínas  inactivadoras  de la
apoptosis.

4.  Caspasas.

III. Fase de ejecución.  Es una  fase  de proteolisis  irrever-
sible  debida  a19---21,23:

1.  Caspasas:  son unas  cisteinproteasas  de tres  tipos:  pro-
ducción  de citocinas  (caspasas  1,  4, 5, 13);señalización
o  activación  de otras  caspasas  (caspasas  2, 8,  9, 10);
efectoras  de muerte  (caspasas  3, 6, 7).  Algunos  de
sus  sustratos  son:  elementos  del  citoesqueleto  (actina,
fodrina,  proteína  Tau, catenina);  enzimas  de  reparación
(PARP)  o  degradación  (ADNasa)  de ADN;  factores  de  trans-
cripción  (retinoblastoma,  HDM2);  proteínas  reguladoras
(proteína  cinasa  c,  fosfatasa  2. a,  cinasas  de adhesión
focal);  Bid.

2.  Calpainas:  son  cisteina proteasa  que  requieren  Ca2+  para
su  translocación,  autólisis  y activación.

3. Granzima  B.
4. Proteosoma.

Uno de los efectos  de  esta  proteolisis  es  la  degradación
del ADN por parte  de  la CAD,  una  ADNasa  activada  por
caspasas.  En  su síntesis  se le  une ICAD  permitiendo  así  su
correcto  plegamiento.  Este  complejo  permanece  de  forma
que  se  inhibe  la  actividad  ADNasa  y  se  enmascara  la señal
de  localización  nuclear.  Tras  un impulso  apoptótico  las
caspasas  romperán  este complejo  y se pondrá  de  manifiesto
la  actividad  ADNasa.

Durante  la apoptosis  se puede  observar  la  condensación
de  la  cromatina  debido  a que  la  caspasa-6  degrada  las  lámi-
nas, unas  proteínas  intracelulares  que  mantienen  la forma
del  núcleo  y producen  interacciones  entre  la cromatina  y  la
membrana  nuclear5,22.

La  procaspasa  contiene  tres  dominios:  un  prodominio,
una  subunidad  grande  y otra  pequeña. La  procaspasa  es inac-
tiva  y  una  vez  que  sufre  dos  roturas  proteolíticas  se  separan
las  tres  subunidades.  La  subunidad  grande  y la  pequeña  for-
man  un  heterodímero  por  unión  de  sus  sitios  activos.  La
unión  de dos  heterodímeros  se  verifica  en  dirección  opuesta
con dos  subunidades  pequeñas adyacentes  rodeadas  por  las
subunidades  grandes19,20,23.
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La  gran  cantidad  de  estudios  que  se  han  realizando  en
relación  a  la apoptosis  se deben  a  que  el  conocimiento  de
esta  ruta  de  suicidio  de  la célula  posee un gran poten-
cial  para  el  desarrollo  de  nuevas  estrategias  terapéuticas,
como  por  ejemplo,  la  interrupción  de  la  progresión  de los
procesos  de  muerte  celular  por fármacos  inhibidores  de la
síntesis  de  proteínas,  fármacos  que  bloqueen  los incremen-
tos  descontrolados  de  la  concentración  de  Ca2+,  fármacos
antioxidantes,  fármacos  moduladores  de  la  trascripción  y
fármacos  tetrapéptidos  inhibidores  de  las  caspasas,  entre
otros8,10,14,16,17.

En  relación  con la  activación  de  la  muerte  celular  en  el
cáncer,  hoy  es  conocido  el  importante  papel  del Apo2L  (o
TRAIL)  como  enlazante  para  los subtipos  de  receptores  de
TNF  implicados  en la apoptosis.  Su diferente  afinidad  por
los  subtipos  de  receptores  y  por  la  expresión  diferencial  de
receptores  de  muerte  y  señuelo hacen  de  él  un  inductor  de
apoptosis  en  células  tumorales  pero  no  en las  normales.

Hace  unos  años,  y debido  a la importancia  que
representa,  se  constituyó  la Red  Española  de  Apoptosis,
(http://apored.bq.uam.es/)  y  el  Grupo  de  Apoptosis  de
la  Sociedad  Española  de  Bioquímica  y Bioquímica  Molecu-
lar  (http://sebbm.bq.ub.es/soc/grups.htm),  que  tratan  de
integrar  y  fusionar  todos  los eventos  relacionados  con este
área  de  conocimiento,  coordinar  la  investigación  sobre  la
misma  y promover  su  utilización  en clínica.

En  la  actualidad,  solo las  determinaciones  de  TNF-alfa  y
Bcl-2  son  objeto  de  petición  por los  clínicos  al  laboratorio
pero  se  espera  que  un conocimiento  creciente  sobre  el  tema
dispare,  en  los  próximos  años, la  demanda  analítica  de  otras
familias  de  proteínas  y  sus  genes  codificadores.
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