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mecanismos moleculares e
importancia biologica

C. Adriana Mendoza-Rodriguez, Gabriela Monroy-Mendoza, Claudia M.
Zarazua, Montserrat Garcia-Guzman, Alma Garcia, Marco Cerbon™

Abstract (How cells die. Molecular mechanisms
and biological importance)

Cell death is a very important process required for
normal development and tissue homeostasis during
life. The decision of the cell to die or to survive
requires the participation of many genes and is a
coordinate sequence of many steps. If the decision
of the cell is to die, it initiates the apoptotic program
which finally results in the destruction of the cell. In
this revision we describe the main pathways that are
used to activate cell death (mitochondrial and mem-
brane receptors pathways), and some of the most
important genes involved in this process (Bcl-2 gene
family, p53, Fas, caspases). There are still many
questions to solve about the molecular mechanism
controlling cell death and consequently this area
requires additional research. The understanding of
the mechanism that control cellular death may have
important implications in the treatment of several
human diseases.

Introduccion

La homeostasis de los 6rganos y tejidos depende de
un balance fino entre la proliferacién y la muerte
celular, tanto durante el desarrollo como durante la
vida adulta. El proceso de muerte celular en los
tejidos esta altamente regulado y se sabe que partici-
pa en el modelaje de los tejidos durante el desarrollo
y en el equilibrio de la proliferacion en los tejidos
adultos. Por ejemplo, durante el desarrollo esta invo-
lucrado en la involucion de la cola del renacuajo, en
la seleccion negativa de linfocitos para eliminar cé-
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lulas auto-reactivas o no reactivas, la muerte neuro-
nal durante el ensamblaje del sistema nervioso cen-
tral y la formacion de digitos por la involucién de los
intertrigos. En animales adultos, este proceso esta
involucrado en la muerte de células somaticas que
estan en exceso o alteradas y en el recambio de
tejidos, como son la sangre, los epitelios del utero,
de la vagina, del intestino y la piel, entre otros.

De los tipos de muerte mas estudiados podemos
citar la apoptosis y la necrosis; ambas involucran
eventos bioquimicos y morfologicos que provocan
la muerte celular. La necrosis es producida por un
dafio mecanico o por la exposicién a sustancias
toxicas. Se caracteriza por laruptura de lamembrana
celular debido a que el dafio causa una alteracion en
el intercambio de iones y de agua, provocando la
salida de los componentes celulares. Se presenta
frecuentemente con una inflamacion aguda e invo-
lucra a grupos celulares adyacentes (Cruchten y Van
den Broeck, 2002). En contraste, la apoptosis o muer-
te celular programada es una muerte que se produce
de manera coordinada en células que se encuentran
en exceso, que son peligrosas, que estin dafadas o
que se recambian.

En general, la apoptosis ocurre en dos fases. En
la primera etapa o fase de activacion, la célula com-
prometida a morir se encoge, aparecen vesiculas
similares a burbujas en la superficie, la cromatina se
compacta y se agrega en masas tipicamente circuns-
critas. Existe irregularidad en la membrana del nu-
cleo y de la superficie celular, condensacion del
citoplasma, mientras que los organelos se mantienen
integros. En la siguiente etapa o fase de ejecucion, se
observan los cambios mas dramaticos de la muer-
te celular: el nicleo se fragmenta, el citoplasma se
condensa y se forman protuberancias en la superficie
celular. La separacion de las protuberancias superfi-
ciales produce cuerpos apoptéticos de varios tama-
nos y diferente composicion. La fosfatidilserina, un
fosfolipido de membrana, se expone en la superficie
celular y se une alos receptores de células fagociticas
como macrofagos o células dendriticas. Estas células
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fagocitan los fragmentos celulares apoptoticos (Hen-
gartner, 2000; Cruchten y Van den Broeck, 2002).
Un tejido en el cual se pueden observar estos cam-
bios celulares es el epitelio uterino, en el cual se
presenta la apoptosis ciclicamente (figura 1) (Men-
doza-Rodriguez et al., 2002).

El mecanismo de apoptosis es un mecanismo
bastante conservado durante la evolucion. En reali-
dad los experimentos que mas aportaron en el cono-
cimiento de la apoptosis se realizaron en el nemato-
do C. elegans (Yuang et al, 1993). En la actualidad se
sabe que en el proceso apoptético participan mas de
100 genes, entre los cuales los mas estudiados son los
de la familia de Bcl-2 (Tsujimoto y Shimizu, 2000),
las caspasas (Wolf y Green, 1999) y la familia del
receptor al Factor de Necrosis Tumoral (TNF) (Kram-
mer, 2000). Existen dos vias moleculares bien carac-
terizadas de induccion de la apoptosis; la via mito-
condrial y la via de receptores de membrana. En la
primera estan involucradas las proteinas de la familia
de Bcl-2 y en la segunda las proteinas de la familia de
los receptores de TNF (Hengartner, 2000).

Mecanismos de muerte en la via mitocondrial
La proteina de Bcl-2 inicialmente fue detectada en
leucemias de células B, a lo cual debe su nombre. La
familia de Bcl-2 se encuentra constituida, hasta el
momento, por 16 proteinas homélogas, algunas de
las cuales suprimen la apoptosis, mientras que otras
la promueven. Estas proteinas tienen dominios alta-
mente conservados que se llaman dominios homé-
logos a Bcl-2 (BH). Esta familia se ha dividido en tres
grupos funcionales dependiendo del nimero de do-
minios BH que contengan (Tsujimoto y Shimizu,
2000):

Grupo 1. Se caracterizan por tener cuatro domi-
nios conservados homologos a Bel-2 (Dominios BH1
a BH4). Su extremo carboxilo terminal es hidrof6bi-
co (lo cual hace que se localice en la membrana
externa de la mitocondria y ocasionalmente en el
reticulo endoplasmico) con la mayor parte de la
proteina en el citosol. Todos los miembros de este
grupo tienen actividad anti-apoptética y son: Bcl-2,
Bcl-x;, Bel-w, Mcl-1, Al (Bfl-1) y Boo.

Grupo II. Consiste en miembros con actividad
pro-apoptética e incluye a proteinas como Bax, Bak,
Bad, Mtd (Bok), Diva. Estas proteinas tienen una
estructura muy similar a las proteinas del primer
grupo, ya que comparten una secuencia homoéloga
en BH1, BH2 y BH3 pero carecen del dominio BH4.

Grupo IIL En este grupo se encuentran protei-
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Figura 1. Caracteristicas microscopicas de la apoptosis en el
epitelio del utero de la rata. Entre las principales caracteristicas de
estas células en proceso de apoptosis se observa que presentan
condensacion de la cromatina, formacion de cuerpos apoptoticos,
y son fagocitadas por células epiteliales adyacentes y/o por
macrofagos. Las flechas indican las células muertas por apoptosis.
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nas que solo tienen una caracteristica en comun, la
presencia del dominio BH3 que consiste de 12-16
aminoacidos. Estas proteinas tienen una actividad
pro-apoptotica e incluye a Bik, Bid, Bim, Hrk (DP5),
Blk y Bnip3, Bnip3L.

Una de las caracteristicas distintivas de las pro-
teinas de la familia de Bcl-2 es la heterodimerizacion
entre proteinas anti y pro-apoptoéticas lo cual se
considera que inhibe la actividad biolégica de las
proteinas anti-apoptoticas. Esta heterodimerizacién
depende de la insercién de la region BH3 de la
proteina pro-apoptotica en una hendidura compues-
ta por los dominios del BH1 al BH3 de la proteina
anti-apoptética. El dominio BH4 es requerido para
la actividad anti-apoptética y junto con los otros
dominios forman siete hélices. A excepcién de algu-
nos miembros del grupo III, todas estas proteinas
tienen en el extremo carboxilo terminal un dominio
trans-membranal que le permite a estas proteinas
anclarse en la membrana de la mitocondria.

Las proteinas de la familia de Bcl-2 tienen como
principal funcién el control de la estabilidad mito-
condrial. Las proteinas pro-apoptéticas inducen la
liberacion del citocromo ¢ (Cyt ¢) y del factor induc-
tor de la apoptosis (AIF) del espacio intermembranal
de la mitocondria al citoplasma, mientras que las
proteinas anti-apoptéticas inhiben esta liberacion
(Hengartner, 2000; Tsujimoto y Shimizu, 2000; New-
meyer y Ferguson-Miller, 2003). La acci6n contraria
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de estas proteinas ha llevado a pensar que funcionan
como un reéstato que regula la muerte celular. Es
decir, si existe en las células un mayor contenido de
proteinas anti-apoptdéticas, hay mayor formacién
de homodimeros anti-apoptéticos y se promueve la
supervivencia celular, mientras que cuando existe
una mayor cantidad de proteinas pro-apoptéticas se
favorece la heterodimerizacion de las proteinas anti
y pro-apoptoticas y la homodimerizacién de las pro-
tefnas pro-apoptoéticas, con lo cual se induce la muer-
te celular programada.

No se sabe cudl es el mecanismo exacto por el
cual los miembros de la familia Bcl-2 actdan para
liberar al Cyt ¢. Una hipétesis es que las proteinas
que conforman la familia de Bax y Bcl-2 forman
canales en la mitocondria, los cuales regulan su
potencial de membrana y la homeostasis del volu-
men (Hengartner, 2000; Newmeyer y Ferguson-Mi-
ller, 2003). Estos canales controlan la liberacion del
Cyt ¢, el cual cuando es liberado al citosol forma un
complejo proteico (holoenzima) junto con la caspasa
9 y Apaf-1, el cual es conocido como apoptosoma.
Esta holoenzima activa a la caspasa-3, que es consi-
derada como la caspasa central en la fase de ejecu-
cién de la apoptosis. En la caspasa-3 convergen la

Apoptotic substrates

Figura 2.Esquema que simplifica las vias apoptoticas conocidas. Se muestra en la parte
superior izquierda la via controlada por el receptor de muerte (Fas). En la parte derecha
del esquema se muestra la via mitocondrial. Ambas vias controlan el balance entre
los mecanismos de activacion e inhibicion de las caspasas, proteinas encargadas de
llevar a cabo la muerte celular (ver texto) (modificado de Hengartner, 2000).

via apoptética mitocondrial con la via del receptor de
muerte ubicado en la membrana celular (figura 2).

Otra de las proteinas involucrada en la induc-
cion de la apoptosis por la via de la mitocondria es
la proteina de p53. Esta proteina es un factor de
transcripcion que aumenta la frecuencia de trans-
cripcion de diversos genes que participan en la repa-
racion y/o muerte celular entre otros. La proteina
humana de p53 contiene 393 aminoacidos y ha sido
dividida estructural y funcionalmente en cuatro do-
minios, los cuales desempeifian un papel muy preci-
so. El extremo amino terminal contiene el dominio
de activacion de la transcripcion, el dominio central
participa en la unién al ADN, los residuos 324-355
son necesarios para la oligomerizacién de esta pro-
teina y el extremo carboxilo terminal participa en la
activacién de la proteina (Mendoza-Rodriguez y
Cerbon, 2001).

P53 induce apoptosis en varios tipos celulares,
particularmente en las células de la linea hematopo-
yética. Asimismo, diversos estimulos pueden causar
apoptosis dependiente de p53, incluyendo dafio al
ADN, expresion de oncogenes virales (i.e. E1A de
adenovirus o E7 de papilomavirus), expresion de on-
cogenes celulares (i.e. myc), pérdida de factores de
crecimiento, o de interleucinas, o por la pérdida
de genes supresores de tumores (i.e. Rb). Sin embar-
go, la induccién de apoptosis también puede ocurrir
por vias independientes de p53.

Entre los genes cuya expresion es regulada por
p53 y que pueden influir en la decision de entrar a
una via apoptotica se encuentran /GF-BP3, bax, bcl-
2, PIGs (genes inducidos por p53), Fas, FasL'y DR5
(Receptor de muerte 5). Todos estos genes son indu-
cidos por p53, a excepcion de bel-2 que es inhibido
(en algunos tipos celulares). La sobreexpresion de
bel-2 puede bloquear la apoptosis inducida por p53.
Bax se une a Bcl-2 y antagoniza su habilidad para
bloquear la apoptosis. Asi es que la sintesis de Bax y
la inhibicién de Bcl-2 dependientes de p53 induce la
respuesta de la célula hacia apoptosis (figura 2) (Men-
doza-Rodriguez y Cerbon, 2001).

Recientemente se han descrito mecanismos por
medio de los cuales p53 puede inducir la apoptosis
independientemente de su funcién transactivadora.
Se ha observado, en varios tipos celulares, en donde
la apoptosis mediada por p53 e iniciada por dafio en
el ADN ocurre en ausencia de sintesis de RNA o
proteinas o en presencia de p53 con deficiente fun-
cion transactivadora (Mihara et al., 2003).
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Mecanismos de muerte en la via de receptores
membranales

La via del receptor de muerte se encuentra contro-
lada por citocinas, una familia de proteinas que
regula la proliferacion y diferenciacion celular por
medio de su union a receptores especificos presentes
en la membrana celular de las células blanco. Estas
citocinas forman la familia del Factor de Necrosis
Tumoral (TNF) e incluyen el TNF, Ligando de Fas
(FasL), ligando de CD40, ligando de CD27, ligando
de CD30 y TRAIL (ligando inductor de la apoptosis
relacionado con TNF). Estas proteinas se unen a su
receptor membranal: el receptor del Factor de Ne-
crosis Tumoral (TNFR), Fas, CD40, CD27, CD30 y
DR5 respectivamente (Hengartner, 2000; Krammer,
2000; Cruchten y Van den Broeck, 2002). Estos
receptores se encuentran ubicados en la membrana
citoplasmatica y contienen un dominio intracelular
que es fundamental para la transduccion de la sefial
apoptotica. Estos receptores se activan por la union
del ligando especifico. La activacion del receptor
induce la trimerizacién del mismo, lo cual induce el
reclutamiento de proteinas adaptadoras intracelula-
res y con ello la activacion de la cascada de las
caspasas (figura 2). Por ejemplo, el factor pro-apop-
totico FasL (ligando de Fas) produce su sefnalizacion
al unirse a su receptor de membrana (Fas). Alllevarse
a cabo esta union se induce la trimerizacion de Fas,
lo cual provoca un cambio conformacional que le
permite interactuar con proteinas intracelulares
como FADD. Esta interaccion se da gracias a domi-
nios homologos presentes en ambas proteinas llama-
dos dominios de muerte (DD). El complejo Fas-
FADD, a su vez, recluta a la procaspasa-8. Esta union
se da gracias a los dominios efectores de muerte
(DED) contenidos en FADD vy la procaspasa-8. Al
unirse la procaspasa-8 a FADD se activa la caspasa-8
por proximidad inducida como se mencionara mas
adelante. Esta caspasa puede activar la cascada de
caspasas por procesamiento proteolitico de la caspa-
sa-3, la cual es una caspasa ejecutora. Es importante
mencionar que la proteina inhibitoria de ICE pare-
cida a FADD (FLIP) inhibe las interacciones entre
Fas-FADD-procaspasa-8 y de esta forma es capaz de
inhibir la apoptosis (Hengartner, 2000; Krammer,
2000; Cruchten y Van den Broeck, 2002).

Los ejecutores de muerte: las caspasas

Los primeros estudios que identificaron a las caspa-
sas, las cuales son proteinas esenciales para la muerte
celular (ejecutoras de la lisis proteica y, por lo tanto,
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la destruccién celular), se obtuvieron a través de
estudios genéticos en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Yuang et al., 1993). Estas proteinas se han
conservado a través de la evolucion. En el humano
se han identificado mas de una docena, y se ha
sugerido que dos tercios tienen una funcion apopto-
tica. Las caspasas (cisteine-aspartic acid proteinases)
tienen en el sitio activo un residuo de cisteina y
digieren las proteinas después de un residuo de acido
aspartico (Asp-Xxx). La especificidad del sustrato
para una caspasa esta dada por los cuatro residuos
amino terminal a el sitio de hidrolisis del enlace
peptidico (Wolf y Green, 1999).

Las caspasas poseen una estructura comun, ca-
racterizada por un prodominio en el extremo amino
terminal, un subdominio grande que contiene el
sitio activo con cisteina y la secuencia conservada
QACXG (dominio p20) y una subunidad pequefia en
el carboxilo terminal (dominio p10). Las caspasas
requieren ser digeridas para activarse. Un sitio de corte
en acido aspartico separa el predominio del subdomi-
nio grande, y a su vez existen otros sitios de corte
entre el subdomio grande y el pequefio. Dos moléculas
de caspasas digeridas forman un heterotetramero,
compuesto por dos subunidades grandes y dos pe-
quenas, el cual constituye la enzima activa. Hasta ahora
se han reportado al menos tres mecanismos generales
responsables de activacion de caspasas (Wolf y Green,
1999; Hengartner, 2000; Cruchten y Van den Broeck,
2002), los cuales se resumen de la siguiente manera:

1. Proteolisis cascada arriba, ya sea por las mismas
caspasas o por una granzima B (responsable de
la actividad citotéxica de los linfocitos Tc). La
protedlisis se lleva a cabo entre los dominios p20
y p10 e incluso entre el prodominio y el dominio
p20 de la pro-caspasa, los cuales contienen un
residuo Asp-Xxx, sugiriendo una activacion au-
tocatalitica. Esta “estrategia” para activar la cas-
cada de caspasas se presenta en las células para
activar caspasas con prodominios cortos como
las caspasas 3, 6 y 7, las cuales son consideradas
como las caspasas mas abundantes y activas.
Estas caspasas son reconocidas como ejecutoras
de apoptosis.

2. Proximidad inducida. Es la forma en la que se
activa la procaspasa-8 por la via de receptores
membranales. Al unirse varias moléculas de la
procaspasa-8 a varias moléculas de FADD se
favorece la interaccion entre las procaspasas-8,
activandose entre ellas por proximidad. Esta es
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la caspasa iniciadora de la via de receptores de
membrana.

3. Formacién de holoenzima. Esta activacion de-
pende de la liberacion de Cyt ¢ por la mitocon-
dria y la oligomerizacién dependiente de ATP de
Apaf-1 (una proteina), que al unirse a la procas-
pasa 9 provocan un cambio conformacional ac-
tivandola. Esta caspasa es considerada la caspasa
iniciadora de la via mitocondrial.

Una vez activadas las caspasas, su funcién no sola-
mente es la degradacion de proteinas, sino que en la
mayoria de los casos inactivan o activan proteinas.
La activacion de éstas se realiza en forma directa por
la eliminacién de un dominio regulador negativo o
en forma indirecta por la inactivacion de la subuni-
dad reguladora. Hasta ahora se han identificado
varios sustratos importantes para las caspasas. Un
ejemplo de un mecanismo de activacion responsable
de la famosa escalera nucleosomal es la activa-
cion de la DNasa activada por caspasa (CAD), la cual
existe en la célula formando un complejo con una
subunidad inhibidora (ICAD). La caspasa-3 activa a
la CAD mediante la eliminacion de la subunidad
inhibidora, causando la liberacién y activacion de la
subunidad catalitica. El ADN es cortado en sitos
inter-nucleosomales por CAD neutras sensibles a
Ca?* y Mg?* y pueden ser inhibidas por zinc; esta
propiedad ha sido ampliamente utilizada para carac-
terizar apoptosis celular en muchos modelos experi-
mentales, por la aparicién de un patréon de bandeo
del ADN de aproximadamente 180-200 pb, aunque
su uso ha sido exagerado. Las caspasas inactivan, por
digestion, proteinas fundamentales en la funcion
celular normal. Tal es el caso de las lamininas nuclea-
res. La degradacion de esta proteina causa la desin-
tegracion del niicleo, ya que estas proteinas estruc-
turales dan soporte a la envoltura nuclear. Otra
proteina que es degradada por las caspasas es la Poly
ADP ribosa polimerasa (PARP), la cual es indispensa-
ble para la reparacion del ADN dafiado (Cruchten y
Van den Broeck, 2002).

Mecanismos de la inhibicion de la apoptosis

La via del receptor de muerte y mitocondrial con-
vergen a nivel de la activacion de la caspasa 3. La
activacion de la caspasa-3 y su actividad es antago-
nizada por proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAPs), las cuales a su vez son antagonizadas por la

proteina Smac/DIABLO liberada de la mitocondria
(Hengartner, 2000).

Conclusiones y perspectivas

Como se puede observar, la apoptosis es un meca-
nismo importante para mantener la homeostasis de
los tejidos; asimismo, la apoptosis es un fenémeno
constante en el desarrollo de todos los animales.
Cuando existen alteraciones en este mecanismo se
producen graves enfermedades. Por ejemplo, la
apoptosis insuficiente puede promover la oncogéne-
sis al permitir la acumulacion celular. Por otra parte,
la actividad excesiva de caspasas puede promover el
suicidio celular masivo y éste puede ser la base de
enfermedades degenerativas, tales como la enferme-
dad de Huntington y de Alzheimer. El objetivo de
futuras investigaciones sera comprender la regula-
cion de estas enzimas y como regular su actividad en
células especificas. Esto debera facilitar los esfuerzos
por manipular la maquinaria apoptética con fines
terapéuticos.

Tomando en cuenta todos los aspectos que se
desconocen sobre el mecanismo molecular de la
apoptosis, éste es un campo fértil para el desarrollo
de un gran numero de investigaciones que podran
tener aplicacion en el tratamiento de diversas enfer-
medades, e incluso en la esperanza de vida. v
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