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RESUMEN

La idea de que la muerte, incluso cuando ocurre a nivel de
las células que componen un organismo Vivo, €S un proceso
lamentable y frecuentemente accidental ha cambiado en los Ultimos
afios. Estudios de Biologia del Desarrollo en diversos organismos
modelo han demostrado que la muerte celular es un proceso que se
produce naturalmente en el desarrollo normal de organismos
pluricelulares, desde gusanos hasta la especie humana. El andlisis
genético, realizado inicialmente en Caenorhabditis elegans, ha
demostrado que la muerte celular es un proceso regulado a nivel
genético: las células expresan los componentes moleculares que les
van a permitir "suicidarse" dependiendo de un balance de sefales
procedentes del medio ambiente celular. La caracterizacién de este
complejo mecanismo ha cambiado profundamente la comprension
de numerosas patologias humanas. Por ejemplo, el cancer
frecuentemente se desarrolla porque disminuye la capacidad de
muerte celular, mientras que un exceso de muerte celular
desencadena patologias degenerativas. En este articulo, ademas,
presentamos los mecanismos de la muerte celular programada, los
cuales constituyen, en nuestra opinion, el aspecto biolégico esencial,
basandonos principalmente en las aportaciones provenientes de
estudios sobre el desarrollo del sistema nervioso.
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ABSTRACT

The concept of death as an accidental and painful event,
even when occurring at the cellular level, is changing.
Developmental Biology studies in several model organisms have
shown that cell death is a naturally occurring process during normal
development of multicellular organisms, from worms to humans.
Genetic analysis, originally performed in Caenorhabditis elegans,
has revealed that cell death is a highly regulated process: cells
express the molecular components of the pathway to commit suicide,
depending of the balance of signals coming from their cellular
environment. The elucidation of this pathway is changing the
viewpoint on many diseases. Cancer, for instance, in often due to
lack of cell death, while cell death in excess may trigger tissue
degeneration. In this article we also present an overview of the
mechanisms of programmed cell death, the most relevant biological
aspect, based mainly on studies in the developing nervous system.

Muerte celular programada.

La muerte cdlular programada es un proceso de autodestruccion ceular
controlada que permite d organismo su correcta morfogéness, asi como su
renovacion y la diminacion de las cdulas que amenacen su supervivencia
Esa muerte es de vitd importancia, tanto durante € desarrollo embrionario
como durante la vida adulta (Glicksmann, 1951; Kerr et a., 1972; Jacobson et
a., 1997; Raff, 1998).

Los ssemas moddo de desarrollo embrionario han proporcionado
buena pate de las observaciones disponibles sobre muerte ceular
programada. Uno de los gemplos més visbles dd resultado de la muerte
ceular programada es la morfogénesis de los dedos, que se produce por
eiminacion de las &ess interdigitdes. La muerte cdular programeda origina
que los humanos tengamos 5 dedos en cada extremidad. Su ausencia en los
patos, por gemplo, les hace conservar su caracteristica pata pameada. Otro
gemplo cdésco es la muete neurond. Durante € desarrollo se producen
neuronas en exceso, lo que permite posteriormente un refinamiento de la
inervacion d morir aguellas neuronas menos capacitadas, en un a modo de
sdeccion darwiniana a nive cdular. El ssema inmune también proporciona
muchos de los gemplo clésicos de muerte cdular programada. Tanto en la
sdleccion del repertorio de linfocitos que han de defender a organismo,
produciéndose la diminacion de aguelos que reconocen antigenos propios,
como en la diminacion de cdulas infectadas o tumordes por citoliss se
requiere un correcto funcionamiento del mecanismo de muete cdular
programada.
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Necrosis, apoptosis, muerte celular programada.

La acumulacion de observaciones, provenientes en su mayor pate de
ssemas moddo de desarollo embrionario, puseron de manifieto agunas
peculiaridades morfologicas de las céulas que morian en condiciones
fisologicas (Ker et d., 1972). De esta forma se acufié € término apoptosis,
por contrgposicion a la necross de las Stuaciones patologicas. Los términos
necrods y agooptoss hacen principdmente referencia a los  aspectos
morfologicos de las cdulas que mueren. Una cdula necrdtica se hincha,
explota y libera su contenido citoplasmico, |0 que produce una respuesta
inflanatoria d araer cdulas dd gstema inmune. Origindmente se pensaba
gue todas las muertes cdulares, 0 d menos una gran mayoria, presentaban
eta morfologia Sin embargo, esta muete edta redringida a Stuaciones
"accidentales’ 0 agudas heridas, infecciones, € dafio inicid en infartos, etc...
Su asociacion con la respuesta inflamatoria la hacen facilmente detectable.
Una cdula apoptdtica, por € contrario, va reduciendo paulatinamente su
volumen y perdiendo primero porciones de citoplasma rodeado de membrana
(Figura 1). Més addante su cromatina también se va a fraccionar. Los cuerpos
picndticos, como se llaman dichos fragmentos, son engullidos por céulas
vecinas y pueden desaparecen, en tan solo una hora o poco mas, sSn dgar
radro ni inducr una repuesta inflanaoria Es una muerte que ha
permanecido desconocida por su discrecion, aunque ahora se sabe que es la
mayoritaria, tanto en procesos fisiolGgicos como patol bgicos.

El término muerte cdular programada, més preciso desde € punto de
viga dd mecanismo, responde a estudios més recientes que demostraron la
exigencia de una maquinaria intracdlular de muerte cuyos componentes,
codificados genéticamente, 2 expresan en todas las células nucleadas ded
organismo (Well & da., 1996). Es decir, existe un "programd’ que controla €
mecanismo de muerte cdular. Es facil entender la necesdad de una precisa y
edricta regulacion de un proceso irreversble como la muertte cdular. La
exposicion, incluso smplificada, de sus mecanismos bésicos tiene un grado de
complgidad bastante por encima dd nivd divulgaivo. Por dlo lo hemos
recogido como un cuadro gparte dd texto principd. La muerte cdular
programada normamente tiene lugar por gpoptods, aungue existen bastantes
excepciones que requieren ain un  estudio detdlado de  mecanismo
subyacente.
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Figura 1- Apariencia de las células apoptéticas. Células neuroepiteliales de la retina de
embrion de pollo tefiidas con un marcador de caspasa 3 activada (A), 1o que permite visualizar
los eventos iniciales con la pérdida de vesiculas de membrana citopldsmica. Latincion de la
cromatina (B) permite visualizar los eventos mas tardios de apoptosis nuclear por
fragmentacién del niicleo en cuerpos picnéticos (flecha)

Muerte celular en fisiologia normal y en situaciones patoldgicas.

Durante décadas, aunque se conocian gemplos como los citados
anteriormente del desarrollo embrionario, se seguia considerando a la muerte
celular por apoptoss un proceso singular, aunque fisologico, de ciertos
sgemas especificos. Sin embargo, seglin se iba observando muerte en nuevos
tipos cdulares y procesos del desarrollo, fue cambiando la vison hacia
consderar que la muerte cdular programada es un proceso mucho mas
generd de lo que en un principio se pensaba (Raff, 1992). En un claro gemplo
de como edudios en un principio de carédcter basico acaban teniendo,
inegperadamente, una enorme incidencia en Medicing, € edudio de la muerte
cdular programada se consdera ya esencid en numerosas patologias
(Thompson, 1995; Nak et a., 1996, Stambolic et a., 1999; Lockshin et d.,
2000). La temida progreson tumora que tantas vidas cuesta no parece
depender s0lo de la capacidad proliferativa e invasiva, sno también de la
pédida de la regulacion de la muerte cdular por pate de las céulas
tumorales. dgan de responder tanto a sus controles internos, que las llevarian
a "suicidarsg’, como a agunas de las sefides que con  mismo fin les envia €
sgema inmune. Numerosos virus que infectan nuestras cdlulas codifican para
moléculas inhibidoras del programa de gpoptosis. AS evitan que la cdula
muera, de nuevo por indicaciones de las cdulas dd ssema inmune, y asi
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disponen de mayor tiempo para multiplicarse. La muerte celular programada
también es esencid, en correcto equilibrio con la proliferacion, para la
renovacion de los tgidos que congtituyen @ organismo. Es fécil comprender
gque una acderacion de proceso de muete va a originar  procesos
degenerativos. El sstema nervioso es especidmente sensible a estos procesos
por su reducida o ausente capacidad proliferativa. Factores hereditarios o
ambientdles van a desegular € proceso de muerte ceular programada y
producir enfermedades tdes como la enfermedad de Alzheimer, diferentes
tipos de exleross y una larga lista de maes de consecuencias persondes y
sociaes muy dolorosss.

El conocimiento de los mecanismos moleculares (Ver cuadro y Figura 2)
gue llevan a una cdula a su muerte programada en stuaciones fisoldgicas puede
ayudar a remediar la pérdida irrepardble de cdulas en ciertas Stuaciones
patologicas y disminuir asl las secudas de ciertas enfermedades. ASmismo,
conociendo en detalle d mecanismo de muerte celular, puede ser mejorada la
tergpia de induccion activa de muerte ceular en poblaciones de céulas
tumordes, efecto principad de la radioterapia y quimioterapia actudes, en
blsgueda de tratami entos con menores efectos secundarios.
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Apéndice

M ecanismo molecular de la muerte celular programada.

Muchos de estos componentes se han conservado a lo largo de la
exda evolutiva desde nemdaodos hasta mamiferos (Vaux e d., 1992;
Hengartner & Horvizt, 1994). S se superan los mecanismos de control intra y
extracdulares, independientemente de la naurdeza dd estimulo inductor de
muerte, @ proceso sempre resulta en la activacion de una cascada de
proteasas que desmantelan la céula de forma rgpida y controlada, sin causar
daios en € entorno ceular (Figura 2).
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Figura 2.- Esquema representativo del mecanismo central de apoptosis. En verde se
representan |as mol écul as anti-apoptéticas y en rojo las pro-apoptoticas.

Efectoresintracelulares

El mecanismo centrd de la maguinaria de muerte en cudquier cdula
esta condituido por una familia de proteasas, a las que se han denominado
“caspasas’ (Alnemri et al., 1996), por ser Cistein-proteASAS que hidrolizan a
U sudrato junto a un residuo de &cido ASPartico. Las caspasas responden al
edimulo agpoptdtico mediante activacion de una cascada intracdular
proteolitica que ocasiona la activacion o inactivecion de diferentes sudratos
ceulares y provoca la muerte cdlular. La primera caspasa que se describio fue
la caspasa-1l o ICE (dd Inglés, Interleukin-1b-Converting Enzyme), homdloga
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en mamiferos de la proteina CED-3 de Caenorhabditis elegans (Thornberry et
a.,1992; Yuan et d., 1993), producto del gen ced-3, necesario para la muerte
cdular programada en este nemdodo (Ellis e d., 1991, Xue & Horvitz,
1995). Se conocen actudmente 13 caspasas en mamiferos (Thornberry &
Lazebnik, 1998). De dlas, 6 se reacionan preferentemente con procesos
inflamatorios y no con procesos de muerte cedular, aunque todas comparten
samganzas en cuanto a secuencia proteica, edructura y especificidad de
sudtrato (Nicholson & Thornberry, 1997).

Las caspasas son  dntetizadas como  proenzimas  inactivas,
denominados procaspasas, que, una vez activados por protedliss limitada y
asociacion de subunidades (Stennicke &  Salvesen, 1998), adquieren la
actividad catditica para proteolizar a su vez a sus sudtratos tras un residuo de
agpartico. Reconocen, sin embargo, diferentes motivos tetrapeptidicos, 1o cud
les confiere cierta especificidad de sudtrato. Las caspasas inactivas pueden ser
sustrato a su vez de las activas, de manera que unas caspasas activan a otras
sSguiendo un orden jerdrquico y una actuacion en cascada (Savesen & Dixit,
1997).

Las caspasas que participan en apoptoss pueden dividirse en dos
grandes grupos. caspasas iniciadoras (8'y 9, y quizas 2 y 10), que se activan
en respuesta a sefiaes apoptoticas y activan a las caspasas efectoras (3, 6y 7),
las cudes proteolizan sugtratos cdlulares provocando la desorganizacion de la
cdula y los cambios morfoldgicos tipicos de la apoptoss (revisado en
Thornberry & Lazebnik, 1998). Ademés, parece exigtir especificidad de tgido
en cuanto a la caspasa requerida para € proceso apoptético. Los ratones
mutantes nulos para la caspasa3 mueren d nacer presentando un ndmero
superior d norma de cdulas en € cerebro, pero ninguna anomdia en @ resto
de sus drganos (Kuida et a., 1996). Ademas de la caspasa- 3, también pueden
estar implicadas en procesos de muerte neurond otras caspasas. La caspasa2
e expresa a dtos niveles en @ cerebro del ratén embrionario, pero no en €
adulto (Kumar et d., 1994), y su mutante nulo presenta ateracion en la muerte
de las neuronas smpéticas en ausencia de NGF (dd Inglés, Nerve Growth
Factor) (Bergeron et a., 1998). La caspasal = ha implicado en dgunos
procesos de muerte neurona (Troy et a., 1996; Tanaka et al., 1998), aunque
el raon mutante nulo para este gen no presenta ninguna dteracion en d
desarrollo del cerebro (Kuidaet a., 1995).

Se conocen unos 40 sustratos celulares para las caspasas (Cryns &
Yuan., 1998). Entre estos se encuentran proteinas que inhiben muerte ceular,
como Bdl-2 (Cheng et d, 1997), proteinas que participan en la reparacion del
DNA o0 en la organizacion de la cromatina (Kaufmann et d., 1993; Casciola-
Rosen et d., 1996), y proteinas implicadas en la regulacion del citoesqueleto
(Rudd & Bokoch, 1997). En la muerte cdular dd sSstema nervioso puede
participar otra protessa, la calpaina, cistein proteasa dependiente de C&*
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(Squier et d., 1994). En ocasiones la gpoptosis neuronal requiere participacion
conjunta de calpainay caspasas (Jordan et d., 1997).

Reguladoresintracelulares

Los principdes reguladores intracdulares de la muete cdular
programada son la familia de proteinas relacionadas con Bcl-2, proteina de
mamiferos homdloga edructurd y funciondmente a la proteina CED-9,
eencid para la prevencidon de la muerte cdular en C. elegans (Hengartner &
Horvitz,, 1994). La familia de Bc-2 en mamiferos esta condituida hesta €
momento por 15 miembros (Chao & Korsmeyer, 1998; Adams & Cory, 1998)
y todos dlos presentan a menos uno de los aatro dominios conservados de
homologia a Bcl-2 (BH1 a BH4). Algunos miembros de la familia inhiben la
muerte cdular (Bcl-2, Bcl-X\) y otros la activan (Bax, Bad, Bid). Puesto que
ambos tipos pueden heterodimerizar, sus concentraciones relativas pueden
regular € baance entre muerte y supervivencia (Oltva et d., 1993). Muchas
de estas proteinas presentan un dominio c-termind hidrofébico que les
permite anclarse a la cara citoplasmética de las membranas de la mitocondria,
reticulo endoplaamico y envudta nuclear, de forma que pueden registrar
dafios en dichos organulos (revisado en Green & Reed, 1998). El sguiente
nivel de regulacion se produce en la interaccion de CED-4 en C. elegans
(Chinnaiyan et d., 1997, Pan & d., 1998) y su homdlogo Apaf-1 en
mamiferos con agunas de las caspasas iniciadoras. Bal-X. y Bd-2 impiden
las activacion del complgo Apaf-1/procaspasa-9 (Hu et al., 1998), ademas de
impedir directa o indirectamente la liberacion de Citocromo C de la
mitocondria, 10 que a su vez parece s responsable de un cambio
conformaciond en Apaf-1 que le permite procesar a la procaspasa9 (Zou et
a. 1997; Li a d. 1997; Green & Reed, 1998). Aun no esta claro 9 la
liberacion de Citocromo C forma parte ded mecanismo inicid de activacion de
las @spasas, 0 es un paso de amplificacion de la respuesta apoptética (Adams
& Cory, 1998).

Bcl-2, Bcl-X. y Bax paticipan en muerte cdular en d sSsema
nervioso (revisado en Pettmann & Henderson, 1998). Bcl-X,. esta
ampliamente expresado en sisema nervioso (Gonzdez-Garcia et d., 1995), y
los ratones mutantes nulos para este gen, que mueren durante & desarrollo
embrionario, presentan muerte masiva de neuronas postmitéticas inmaduras
en cerebro, médula espind y ganglios de la raiz dorsd (Motoyama e 4.,
1995). Los ratones mutantes nulos para Bcl-2 completan su desarrollo
embrionario, pero mueren en torno a los 30 dias postnatales, mostrando
pérdida progresiva de motoneuronas facides y sensorides (Michadidis et d.,
1996; Pifion et d., 1997). Los mutantes que sobreexpresan Bcl-X. 6 Bcl-2
presentan un incremento en @ nimero de neuronas sensorides, y una mayor
resstencia a morir frente a estimulos del programa de muerte (Martinou et d.,
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1994; Parsadanian et a., 1998). Los mutantes nulos para Bax se desarrollan
normamente, pero presentan incremento en @ nUmero de motoneuronas
facides, que son més redgentes a morir frente a axotomia neonata
(Deckwerth et a., 1996). Los ratones mutantes dobles nulos para Bcl-X. y
Bax mostraron que Bax es € responsable de mucha de la muerte neurond de
los mutantes nulos para Bc-X_ (Shindler e d., 1997; Knudson &
Korsmeyer, 1997).

Reguladores extracelulares

Las proteinas de la familia de Bcl-2 y las procaspasas, a su vez, son
reguladas por sefides extracdulares de supervivencia o de muerte (Figura 2).
Diversas familias de neurotrofinas y factores de crecimiento forman parte de
las moléculas sefidizadoras de supervivencia en @ Sstema nervioso. Sus
sefides de supervivencia se pueden transducir por la via intracdular que
implica a la PI3K (dd Inglés, Phosphatidyllnositol-3-Kinase), (Kulik &
Weber, 1998), y la consecuente activacion de la protein-quinasa B 6 Akt (Yao
& Cooper, 1995; Dudek et a., 1997; Franke et a., 1997), o por la via que
implica a las MAPK (dd Inglés, MitogenActivated Protein Kinases),
(Parrizes et d., 1997; Nufiez & del Peso, 1998). La activacion de Akt supone
la fosforilacion directa de Bad (Datta et d., 1997) que se mantiene unido a la
proteina 14-3-3. Por d contrario, Bad no fosforilado se une a Bcl-X, (6 Bcl-2)
impidiendo que gerzasu accion de supervivencia (Zha et d., 1996).

Exigte, ademés, otra via de induccion de muerte (Figura 2) que implica
la sefidizacion a través de los llamados receptores de muerte. Los meor
caracterizados son Fas y receptor de TNF (dd Ingles, Tumor Necrosis Factor),
a los que se unen € ligando de Fas y TNF respectivamente, y que participan
en la apoptoss dd ssema inmune (revisado en Ashkenazi & Dixit, 1998). Un
casn sorprendente, que tiene lugar durante d desarrollo de sstema nervioso,
es d de la activacion por NGF de receptor de neurotrofinas p75, que contiene
una secuencia con homologia de dominio de muerte. Este receptor participa en
la apoptosis inducida por NGF en retina de pollo (Frade et a., 1996), y es
eencid para la muerte cdular que afecta durante € desarrollo a las neuronas
smpaticas (Bamji et d., 1998). La sobreexpreson de su dominio intracelular
puede inducir la muerte de dgunas neuronas in vivo (Magdan et a., 1997). La
unién de NGF a p75 puede producir liberacién de ceramida y activacion de
INK (del Inglés, c-Jun N-termind Kinase) en cdulas glides, rutas ambas
implicadas en muerte cdlular programada (Carter et a., 1996; Casaccia-
Bonnefil et a., 1996), pero se desconoce aln como induce la activacion de

procaspasas.
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Punteros de interés.

vl.bwh.harvard.edu/apoptosis.shtml
Pagina de la biblioteca virtua dedicada a la apoptoss. Definiciones y
articulos divulgativos (en inglés).

www.cdlldeath-apoptosis.org
Pagina de la joven y muy activa "cdl desth society” con multitud de
informacion sobre congresos y reuniones (en inglés).

apored.rediris.es, en construccion.
Se pretender congtruir una pagina divulgativa en espafiol.

Glosario

Dominio c-terminal.- En la secuencia de amino&cidos de una proteina,
aguellos mas proximaos d extremo carboxilo de lamisma.

Fosforilacion.- Reaccion enzimética de transferencia de un grupo fosfato
desde d ATP aun residuo de Tyr, Ser o Thr de una proteina.

Heterodimerizacion.- Unién de dos moléculas diferentes en una entidad
activafuncionamente.

Morfogénesis.- Proceso de eaboracion de la forma caracteristica de teidos,
Organos y organismos.

Motivo tetrapeptidico.- Dentro de una proteina, secuencia de 4 aminoacidos
reconocida especificamente por las caspasas.

Proteasa.- Enzima que degrada proteinas mediante cortes en su secuencia de
aminoécidos

Ratones mutantes nulos- Raton obtenido mediante técnicas de ingenieria
genética en € que s han inactivado las dos copias (delos) de un gen
determinado.
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