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Introduccion

La muerte celular programada o apoptosis es
un tema de la inmunologia del que practicamente
no se hablaba hasta el afio 1992, a pesar de existir
publicaciones desde la década de los 60. Desde
ese ano y en forma paulatina este tema ha ido co-
brando relevancia, hecho evidenciado por el cre-
ciente numero de trabajos cientificos sobre la ma-
teria, los que han aumentado en forma exponencial
en estos ultimos afos (1). Este gran interés se debe
a la importancia que se le atribuye en la manten-
cion de la homeostasis de diferentes organismos,
y a la clara asociacion entre alteraciones de este
proceso y algunas patologias en humanos. Aun
gueda mucho por comprender de los mecanismos
intimos y de las sefiales moleculares involucradas
en la apoptosis. Existen grandes interrogantes por
dilucidar con respecto a su importancia en clinica,
y seguramente en terapéutica.

Fundamentos y definicion

Apoptosis es un término a menudo usado
como sindénimo de “muerte celular programada”.
Es un proceso fisiolégico, activo y genéticamente
controlado, que se ha mantenido durante la evolu-
cion (2). Este proceso de autodestruccién o “suici-
dio celular” tiene un rol crucial durante la
embriogénesis, remocion de células no deseadas
o dafadas, desarrollo y defensa inmune, protec-
cion antitumoral, participando en la homeostasis
del organismo, entre otras cosas (3). Compuesto
por activadores, inhibidores y efectores, se carac-
teriza por una serie de cambios morfolégicos y
eventos bioquimicos bien definidos, que pueden
completarse en un lapso de 30 a 60 minutos desde
su inicio.

Estos eventos son iniciados por una familia
de cisteina proteasas (caspasas), activadas por una
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variedad de sefiales. Comprenden fragmentacion
del DNA, evento bioquimico que caracteriza a la
apoptosis, en fragmentos de 180-200 pares de
bases (4), condensacioén de la cromatina a lo largo
de lamembrana nuclear (nucleo picnético). Ade-
mas, contraccion del volumen celular, con pérdida
de uniones intra e intercelulares y formacién de
fragmentos celulares o cuerpos apoptaticos. Final-
mente se produce la fagocitosis de estos ultimos,
evitandose en todo este proceso la inflamacion,
hecho que la diferencia de otros tipos de muertes
celulares, como la necrosis (2).

Caenorhabditis elegans es el nematodo
gue ha permitido un gran numero de investiga-
ciones cientificas para dilucidar el proceso de
muerte celular programada, debido a que, du-
rante su desarrollo, 131 de sus 1.090 células
mueren via apoptosis, en una secuencia preci-
say bien definida (5). En este nematodo se iden-
tificaron tres genes principales que participan
en este proceso, denominados “ced” (del inglés
C elegans death); Ced-3, Ced-4 y Ced-9 (1, 6).
A comienzos de los 90 se describieron en ma-
miferos, genes homdélogos a “ced”, como la en-
zima convertidora de la interleuquina-1 (ECI) con
Ced-3, Bcl-2 con Ced-9 vy otros. Estas investi-
gaciones renovaron el interés a nivel mundial en
la apoptosis.

Via apoptoica

El proceso de la apoptosis se divide en eta-
pas: primero el estimulo que gatilla la respuesta
de muerte celular, después la via por la que el
mensaje es traducido por la célula, componentes
reguladores y por ultimo los efectores del meca-
nismo que llevan a la muerte celular (3, 9). Este
proceso, eso si, ho termina hasta que la célula
apoptoética es removida por un fagocito profe-
sional.



1. Vias de activacion

Las principales sefales de activacion son tres:
receptores de membrana o receptores de la muer-
te, factores de crecimiento y dafio a estructuras
intracelulares, principalmente DNA.

—Los receptores de la muerte: perte-
necen a la superfamilia del receptor del fac-
tor de necrosis tumoral (TNF-R). Son protei-
nas de membrana tipo I, y comparten moti-
vos estructurales extracelulares, ricos en
cisteina. También comparten algunos motivos
estructurales conservados, dentro de las “re-
giones de sefializacion” intracelulares. Estos
son los llamados “dominios de la muerte”, que
corresponden a una zona de interaccion pro-
teina-proteina (5, 8). Incluyen Fas/TNF-R/
CD40/CD30 vy otros.

—Los factores de crecimiento: participan
principalmente por su deprivacion, es decir que la
falta o disminucion de algunas citoquinas llevan a
la muerte de poblaciones celulares. Un ejemplo es
la Inmunodeficiencia Combinada Severa ligada a
X, donde un defecto en la cadena comun y del re-
ceptor de la IL-2 impide a los linfocitos recibir las
sefales de las IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 y la IL-15, mu-
riendo via apoptosis.

—Daio a estructuras intracelulares, prin-
cipalmente por injuria al DNA: es dependiente
de la fosfoproteina nuclear p53, gen supresor de
tumores. El gatillo para esta ruta incluye, ademas
de la injuria al DNA, activacion inapropiada de
oncogenes, algunas citoquinas o su deprivacion,
hipoxia e infarto (3, 9, 11). Alteraciones en esta via
son criticas en el desarrollo de neoplasias, siendo
el p53 el gen mas frecuentemente mutado en ellas.
La p53 esta permanentemente inactivada por unién
a Mdm-2; al producirse dafio del DNA, la primera
se fosforila, evitando la interaccion entre ambas
proteinas e impidiendo la proliferacion de células
mutadas.

—Otras vias importantes: injuriaa membra-
nas celulares, principalmente por alteracion de la
membrana mitocondrial y traslocacion del
citocromo c¢ (12,13). Daio a la membrana
plasmatica, por diversos mecanismos, que lleva
a la activacion de la esfingomielina, generando
ceramida de los lipidos de membrana. La ceramida
actua como segundo mensajero en la activacion

de la cascada enzimatica que lleva a la apoptosis
celular.

2. Regulacion

La regulacién de la muerte celular programa-
da es compleja y efectiva. Este concepto implica
gue poblaciones celulares muestren tendencia a
sufrir apoptosis y deban protegerse
especificamente de ella (6). La mayoria, si no to-
das las células, expresa o0 posee las enzimas
efectoras de la apoptosis (las caspasas), por lo
gue deben protegerse y regularlas en forma efec-
tiva. En el control de la maquinaria efectora esta
implicada una familia de proteinas cuyo prototipo
es Bcl-2 (14), gen identificado por primera vez
como parte de una traslocacién cromosémica en
un linfoma de células B, en el que actia como
oncogén. Esta familia proteica Bcl-2/Bax posee
miembros pro supervivencia (Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w,
Md-1, etc.) y miembros proapoptoicos divididos
en dos grupos que difieren entre si por su parecido
molecular con Bcl-2 (Bax, Bak, Mtd, etc., y Bik, Bid,
Bad, Harakiri, etc.), lo que la convierte en arbitro
de la supervivencia celular y en esencial para la
manutencion de la homeostasis de los organismos
vivos. La via principal de regulacién es mediante
el control de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, evitando o promoviendo la liberacién
del citocromo-c al citosol, el que participa en la
activacion de la caspasa-9. La trascripcién de
genes para moléculas prosobrevida es inducida por
algunas citoquinas, como IL-2, IL-3, IL-4, etc., y
por sefales de moléculas coestimulatorias. La
deprivacioén de estas citoquinas lleva a la disminu-
cion de Bcl-2, con el consiguiente aumento de la
muerte celular.

3. Efectores

Las caspasas (del inglés cysteine aspartic
acid-specific proteasas) son una familia de
proteasas citosoélicas que participan en una casca-
da enzimatica, desencadenada en respuesta a se-
nales proapoptoicas, y llevan a la muerte celular.
Las caspasas son siempre las efectoras de la
apoptosis, independiente del estimulo o evento que
la desencadena, y comparten secuencias
aminoacidicas, estructurales y de especificidad por
el sustrato. Todas estas proteasas citosdlicas
escinden sus sustratos después de residuos de
aspartato, lo que les confiere especificidad. Esta
caracteristica evita una digestion enzimatica
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indiscriminada, hecho caracteristico de esta forma
de muerte celular y que evita la inflamacion. Los
sustratos enddégenos principales son proteinas
cataliticas de vias homeostaticas intracelulares y
proteinas estructurales, incluidas las del
citoesqueleto. La activacion de esta verdadera cas-
cada enzimatica lleva a la formacién de los cuer-
pos apoptéticos, para su posterior fagocitosis,
evento final y crucial de todo el proceso (15) (Fi-
guras 1y 2).

¢Por qué asociar apoptosis y patologia?

1. Los mecanismos de la muerte celular fi-
siologica juegan un rol clave en el desarrollo, re-
gulacion y funcién del sistema inmune. Su partici-
pacion comienza desde la embriogénesis, ya que
el desarrollo de los organismos multicelulares de-

pende de la mitosis, diferenciacion, maduracion y
muerte celular. Importante en la prevencion de en-
fermedades autoinmunes es la remocién de
linfocitos autorreactivos en los érganos linfoides
primarios y en la periferia. Cuando en los linfocitos
B inmaduros se reordena una cadena de
inmunoglobulinas que no va a producir una protei-
na funcional, o un receptor de membrana viable es
descartado. Del mismo modo, la apoptosis partici-
pa en la seleccion positiva y negativa de los
linfocitos T en el timo, eliminacién del exceso celu-
lar tras respuesta inmune normal inducida por
estimulacion repetida, y en la maduracion de afini-
dad de células B. Ademas, la citotoxicidad directa
y la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (viareceptor de membranay granzima
B) utilizan también este mecanismo de muerte
celular. Asimismo, participa en el control de la
acumulacién celular en focos inflamatorios (16-19).
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2. La desregulacioén de la apoptosis participa
en la patogenia y/o mantencion de diversas en-
fermedades.

Por inhibicién:

— Autoinmunes por supervivencia de linfocitos
autorreactivos,

— Cancer (colon, proéstata, linfomas, etc.),

— Enfermedades inflamatorias, etc.

Por sobreexpresion:

— SIDA

— Enfermedades neurodegenerativas: Alzheimer,
ELA, Parkinson y otras.

— RifAéN poliquistico.

— Enfermedades hematopoyéticas: anemia
aplastica, sindrome mielodisplastico y otras.

3. Efecto proapoptoico de drogas y agentes
toxicologicos utilizados en diversas patologias
malignas y autoinmunes, como son, por ejemplo
los glucocorticoides, azatioprina, metotrexato,
ciclofosfamida, etc. Los glucocorticoides en parti-
cular han sido demostrados como inductores de

apoptosis en LT autorreactivos en neuritis
autoinmune experimental y LTyd en pacientes con
lupus eritematoso sistémico. Se ha demostrado la
asociacion de la disminucién del tamafio en la
hiperplasia prostatica benigna, el uso de
Finasteride y muerte celular (20, 21).

Apoptosis y enfermedades autoinmunes

La primera prueba clara para demostrar que
el fracaso de la muerte celular inducida por activa-
cion da lugar a autoinmunidad fueron los estudios
realizados en dos cepas de ratones singénicos
homocigotos llamados linfoproliferativos (lpr) y
enfermedad linfoproliferativa generalizada (gld).
Estos ratones mueren a la edad de seis meses por
una grave enfermedad sistémica, con multiples
autoanticuerpos y nefritis (sindrome Lupus like).
El defecto Ipr corresponde a la mutacion del gen
del receptor de membrana de la principal via de la
muerte celular, Fas (CD95), y el defecto gld se debe
a una mutacion puntual del gen para FasL (CD95L).
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Los defectos de esta via llevan a la incapacidad
del organismo para eliminar las células T activa-
das, delecién de clones autorreactivos en la peri-
feria, y producen acumulacion de células T doble-
mente (-) en los érganos secundarios.

En el afio 1994 se logré asociar patologia en
humanos a defectos en la via Fas/FasL (CD95-
D95L) con el estudio de pacientes con patologia
linfoproliferativa. En el Sindrome Linfopro-
liferativo Autoinmune, que aparece en la infan-
ciatemprana, se demostraron mutaciones en los
genes de Fas ( ALPS-la) y de FasL (ALPS-Ib)
En otro grupo de estos pacientes no se encon-
tré mutacion en alguno de estos dos genes, por
lo que se supone que existe una falla a otro ni-
vel de esta via (ALPS-Il) (22).

En esta patologia, tras producirse la activa-
cion linfocitaria normal, la expansion clonal es ili-
mitada, lo que lleva a un crecimiento linfocitario
descontrolado, que se traduce en linfoadenopatias
prominentes, hepatoesplenomegalia y manifesta-
ciones autoinmunes hematolégicas.

Otro rol de la apoptosis en la patogénesis de
algunas enfermedades autoinmunes se ha obser-
vado en Lupus Eritematoso Sistémico (LES), cual
es el reservorio unico de autoantigenos que repre-
sentan las células deletadas por apoptosis o cuer-
pos apoptéticos. En ellos se exponen epitopes
cripticos y neoepitopes. Ejemplo de
autoanticuerpos cripticos son los fosfolipidos
anionicos, principalmente fosfatidilserina, que por
reordenamiento de la membrana plasmatica du-
rante este proceso pueden llevar al desarrollo de
anticuerpos antifosfolipidos. Ademas, en pacien-
tes con LES se han detectado nucleosomas circu-
lantes producto de la fragmentacién del DNA. La
produccion de anticuerpos antinucleosomas pre-
cede a los anti-DNA de doble hebra y a los
antihistonas que llevarian a la autoinmunidad. Otro
hecho es la presentacién en la membrana de
gueratinocitos (24), fibroblastos y linfocitos suscep-
tibles de sufrir apoptosis gatillada por luz UV de
autoantigenos ENA, como La, Ro, Sm y RNP, lo
gue se asocia a la patogénesis y exacerbaciones
clinicas de estas enfermedades. La formacion de
neoepitopes se debe a la modificacion de péptidos
propios por fosforilacion, fragmentacion, y otros he-
chos durante la formacion de los cuerpos
apoptéticos.

En el Lupus Eritematoso Sistémico se han descri-
to diversas alteraciones en la apoptosis, principal-
mente en relacién a la via Fas-FasL:
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— Modulacién de la via por secrecion de Fas solu-
ble, por sobreexpresion de FasL de membrana
y soluble que contribuye ademas a la injuria,
por induccion de muerte celular de blancos o
tejidos susceptibles, y por autoanticuerpos anti
FasL. Estos ultimos autoanticuerpos se han
encontrado en 30% de los pacientes portado-
res de LES, que por neutralizacion de FasL
permiten el escape de linfocitos autorreactivos
en la periferia, siendo, por lo tanto, los unicos
anticuerpos antilinfocitarios prosobrevida.

— Por alteracion de la fagocitosis de los cuerpos
apoptoéticos con sobreexposicion de auto-
antigenos (23-25).

En el Sindrome de Sjégren:

— Existe una apoptosis acelerada de linfocitos T
periféricos en relacién a controles sanos, lo que
se deberia a hiperexpresion de Fas y baja con-
centracion de Bcl-2 en ellos.

— Por otro lado, existe una expresion disminuida
de FasL y aumento de la concentracion de Bcl-
2 en linfocitos infiltrantes.

— Las glandulas salivales tienen ademas una
apoptosis excesiva debida a expresion de Fas
y FasL en células acinares y ductales de glan-
dulas salivales (26, 27).

En Artritis Reumatoidea (A.R.) se han descrito:

— Coexistencia de proliferacion sinovial depen-
diente de factor de necrosis tumoral y apoptosis
dependiente de Fas.

— Se han detectado niveles de Fas soluble en
liquido sinovial de pacientes con AR severa.

— Los linfocitos de pacientes con AR tienen
mayor porcentaje de Fas en su membrana
(28, 29).

En la Esclerosis Sistémica Multiple (ESM) se ha
postulado una etiologia autoinmune que involucra
una falla genéticamente determinada de la
apoptosis:

— Existen LT autorreactivos a antigenos mielinicos
en individuos normales que son deletados de-
bido a que la presentacion antigénica es reali-
zada por células presentadoras de antigenos
(APC) no profesionales (astrocitos y microglia)
gue carecen de senales coestimulatorias. En
ESM las APC no profesionales sobreexpresan
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