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Resumen

El concepto de muerte celular programada, descripto a mediados del siglo XX, se
definié como “apoptosis” en 1972 y se diferencié de la necrosis. La primera o “Programmed
Cell Death” (PCD) ocurre en un momento especifico del desarrollo embrionario y también
en los tejidos adultos. Los tejidos se remodelan mediante apoptosis bajo control genético
sin danar el tejido circundante. Tanto la mitosis (proliferacidon) como la apoptosis, durante
la formacion de los tejidos, estan reguladas genéticamente. El significado fisiolégico de
la apoptosis es completamente distinto al de la necrosis. Mientras que la necrosis es
accidental y las células lesionadas se remueven provocando inflamacion, la apoptosis es
una via metabdlica celular, regulada genéticamente. En este trabajo revisamos el progreso
del conocimiento del tema durante los Ultimos 42 afios.
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Abstract

The concept of Programmed Cell Death (PCD) has been used since 1951, and
the idea of the physiological cell death and the term apoptosis was established in 1972.
Apoptosis occurs in embryonic cells at specific times and it is crucial for the embryos
development. The tissues are remodeled by cell death under genetic control and without
damaging the surrounding tissues. If the normal mitosis/apoptosis rate is altered during
tissue formation, birth defects may appear. The physiological meaning of PCD is different
from necrosis. While necrosis is accidental and damaged cells are removed from the tissues
using the inflammatory process, apoptosis is a metabolic pathway and has evolved in life
organisms because it is necessary for morphogenesis and differentiation in specialized and
complex tissues. In this work we review the understanding of apoptosis for the past 42
years.
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(Apoptosis) ha tenido un crecimiento explosivo. Al consular la base de datos (NCBI: National
Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) se encuentran los
siguientes nimeros: resultados totales al usar “apoptosis” como palabra clave: aparecen
3.049.440 referencias de las cuales 268.247 corresponden a citas bibliograficas en Pubmed
y de ellas 254.651 estan escritas en inglés. En otros idiomas hay unas 13.202 referencias y
en castellano sdlo 394. Por otro lado y de acuerdo a la misma base de datos, desde el ano
1972 hasta el afio 1981 hay unas 53 citas bibliograficas, desde 1982 hasta 1991 aparecen
512 citas, entre 1993 y 2002 se encuentran 52.704 citas bibliograficas y luego entre el
afio 2002 y 2011 hay 160.949 referencias (las publicaciones que figuran en Pubmed son
reconocidas internacionalmente).

De acuerdo a lo referido, el objetivo de publicar esta resefa, es el de facilitar el
acceso en espafnol a un tema que es de gran importancia y del cual dia a dia se siguen
conociendo detalles y se publican numerosos articulos (en el primer cuatrimestre del ano
2014 se citan unas 10.476 publicaciones).

Introduccion

A partir de los afios 80 y gracias al empleo de técnicas nuevas en biologia molecular,
fue posible el estudio de la estructura de las proteinas, la caracterizacidén y secuenciaciéon
de los acidos nucleicos y la comprensién del modo en que las biomoléculas interactian
en las células conduciendo sus procesos vitales. El desarrollo tecnoldgico permitiéo que se
estudiara la apoptosis en profundidad y se han llegado a comprender aspectos esenciales
de su fisiologia molecular. Se sabe que es un proceso activo, con intervencion de energia
producida en la célula, por lo cual las mitocondrias son cruciales.

Durante las ultimas 3 6 4 décadas, el proceso de muerte celular programada
se convirtié en uno de los temas mas estudiados en ciencia. El primer ejemplo fue la
publicacién de un numero de la Revista Experientia (1996 Vol.: 52/N° 10/11) que se
dedico Unicamente al tema de apoptosis. Se publicaron, en dicho nimero, varias revisiones
escritas por diversos autores. Entre los afios 2000 y 2005 se escribieron 14 articulos de
revision que se publicaron en la revista Science. Durante el afio 2000, se publicaron 7
revisiones sobre apoptosis en un nimero de la Revista Nature. Finalmente, aparecieron
cuatro articulos de revision mas en Nature antes del afio 2005. Estos hechos editoriales
reflejan el interés por dar impulso al tema que se produjo debido a la importancia de
esta via metabolica, la cual conduce a la muerte de las células en forma programada
genéticamente. Las células cuyo mecanismo de proliferacién y diferenciacion esta mal
regulado genéticamente y su patrén de expresion génica estd alterado, son células que
crecen sin limites formando tumores. Actlan privando de nutrientes a las células normales
e invaden tejidos y 6rganos impidiendo su funcionamiento.

La apoptosis es, al contrario, una via metabdlica que conduce a la muerte celular.
El conocimiento de esta via de muerte celular y su induccién controlada artificialmente
se interpretd, desde un comienzo, como una promesa para el control de las células
cancerigenas. En este sentido, los esfuerzos y recursos utilizados para estudiar las posibles
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formas de manipulacion de la via apoptoética han sido cuantiosos.

Apoptosis

El concepto de Muerte Celular Programada (PCD, Programmed Cell Death) surgid a
mediados del siglo XX. La muerte celular programada como proceso fisioldgico fue observada
por biélogos dedicados al estudio del desarrollo embrionario. En 1951, Glucksmann describid
la PCD, cuando estudios histoquimicos de isquemia hepatica proporcionaron las primeras
evidencias directas de la existencia de dos tipos de muerte celular diferentes. En 1972 se
establecid el concepto de muerte celular fisioldgica y Kerr, Wyllie y Currie propusieron el
término apoptosis.

Las células de los organismos multicelulares tienen un ciclo de vida mas corto que el
tejido al cual pertenecen. La muerte celular tendra lugar por necrosis o por apoptosis que son
dos mecanismos cuyo significado fisiolégico es muy diferente. La muerte fisioldgicamente
programada ocurre en un momento definido durante el desarrollo y diferenciacion de los
tejidos del organismo (Ellis et al., 1991). Si bien la via apoptética no es exclusiva de las
células embrionarias, ha sido observada y descubierta por embridlogos, porque durante el
desarrollo del embridn, la apoptosis es fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
tisular. Un ejemplo entre los vertebrados son los primates, durante la embriogénesis
desarrollan estructuras como las membranas interdigitales, que son comunes en los anfibios
adultos. El tejido que forma las membranas interdigitales se pierde para formar los dedos.
Los tejidos se remodelan y esta remodelacion tiene lugar mediante la muerte de las células
de forma programada genéticamente y sin ocasionar dafio al tejido circundante. Al colocar
un inductor de apoptosis (colchicina) en los miembros de las larvas de anfibios urodelos, se
provoca el desarrollo de patas con una estructura morfolégica semejante a la de los anuros
(sapos). Los individuos desarrollan un patréon éseo en los miembros que corresponde a un
grupo filogenéticamente muy distante. El efecto depende del grado y momento en que se
provoca la perturbacion (Alberch & Gale, 1983).

La PCD y la necrosis son dos mecanismos cuyo resultado es la muerte celular, pero
el significado fisioldgico es distinto. La necrosis es accidental, las células se mueren a causa
de una injuria severa de forma pasiva y se produce inflamacidén para remover las células
muertas y el tejido dafiado.

La muerte celular programada y sus vias metabdlicas han evolucionado y se han
conservado en organismos multicelulares cuyo desarrollo involucra la diferenciacién de
tejidos especializados y complejos.

Los cambios caracteristicos de las células apoptéticas.

Las células apoptoéticas muestran cambios morfoldgicos distintivos. El primero es
la degradacion del ADN gendmico por accion de las endonucleasas nucleares (enzimas
dependientes de calcio y magnesio). EI ADN se corta en sitios localizados entre los
nucleosomas y, de ese modo, se generan fragmentos de tamanos multiplos de 180
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pares de bases. La degradacién de la cromatina en fragmentos discretos, provocada
por endonucleasas, se observd por primera vez en células apoptéticas del timo de ratas
(Wyllie, 1980; Arends et al., 1990). Otros cambios importantes en las células apoptoéticas
son la modificacién de la permeabilidad de la membrana celular, la condensacién de las
membranas sin pérdida de la integridad, la agregacién de la cromatina que se observa
pegada a la membrana nuclear. Finalmente, se produce la formacion de vesiculas o “cuerpos
apoptoticos” que ocurre porque las organelas no se desintegran y los cuerpos apoptoticos
son fagocitados sin producir respuesta inflamatoria y sin dafios a los tejidos circundantes.

Regulacion Genética de la Apoptosis

La muerte celular programada estd regulada genéticamente. En su regulacion
intervienen diversos estimulos y vias metabdlicas que conducen a la muerte de las células
sin perjuicio para los tejidos circundantes. El mecanismo es activo y requiere energia que
es provista por las mitocondrias en forma de ATP. Intervienen factores genéticos, muchos
de los cuales estdn muy estudiados y se conocen muy bien.

Se conocen tres grupos de factores muy relevantes en la via metabdlica apoptotica:
la familia génica BCL2, el gen supresor de tumores p53 y las proteasas especificas
denominadas caspasas. Estos factores, que intervienen en la regulacién genética de la
apoptosis, se han conservado a través de la evolucion bioldgica. Los genes y proteinas que
forman parte de la via metabdlica apoptotica, son similares en casi todos los organismos y
muchos son compartidos entre células vegetales y animales (Korthout et al., 2002, Collazo
et al., 2006).

La familia BCL2.

BCL2 es una familia multigénica de reguladores de muerte celular y codifica una
proteina que se localiza en la membrana mitocondrial. Se sabe que bloquea la apoptosis
en muchas células como los linfocitos y se ha propuesto que una traslocacién de BCL2 a
la cadena pesada de la inmunoglobulina es la causa del linfoma folicular. Se describieron
dos variantes de transcripcién producidos por “splicing” alternativo que difieren en sus
extremos C-terminales. Se cree que la expresion desregulada de BCL2 contribuye a la
neoplasia mediante la supresidon de apoptosis (estudiado en ratones transgénicos). BCL2
también se expresa en forma normal e inhibe la induccién de apoptosis en algunos sistemas
experimentales sin transgénesis. El grupo de genes relacionados a BCL2 incluye miembros
que aumentan la tasa de apoptosis como BCL-Xs y BAX y también otros miembros que
inhiben apoptosis como BCL2. BAX es una proteina pro-apoptotica y BCL-2 una proteina
que se vincula con sobrevida.

La familia de BCL2, involucrada en la regulacion de apoptosis, se estudia desde la
década de 1990. Se sugirié que BCL2 podria interferir con la sefializacion celular involucrada
con la induccién de este proceso. En las células de la granulosa, por ejemplo, se observan
aumentos en los niveles de ARN mensajero que codifica BAX (promotora de muerte celular)
que se correlacionan con apoptosis tanto “in vitro” como “in vivo” mientras que el nivel
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de ARN mensajero para BCL2 y BCL-x no se modifica. La variacién en el nivel de BAX es
importante en la regulacion de la apoptosis. La proteina BAX es abundante en células de la
granulosa periantral en foliculos con evidencias morfoldgicas de degeneracion. En foliculos
antrales saludables o atrésicos se observa muy poca proteina BAX. Durante el proceso
de atresia folicular, el rol de la familia de genes BCL2 es fundamental porque la atresia
folicular se produce por apoptosis (Boumela et al., 2011).

El funcionamiento de los miembros de la familia BCL2 es uno de los mas complejos.
Se acepta que estd vinculada a la liberacion de factores pro-apoptoticos desde la
mitocondria pero muchos de los aspectos del funcionamiento de esta familia génica estan
siendo revisados (Hacker & Borner, 2011).

El gen supresor de tumores p53

Durante los ultimos cinco anos, se han publicado casi 7000 articulos de revision
sOlo sobre la funcion génica de p53. P53 codifica una proteina que activa la transcripcion
mediante su unién al ADN y se la considera supresora de tumores. El gen p53 esta
relacionado con la apoptosis y su rol es fundamental en la proteccién de las células al dano
del ADN. La activacion de esta proteina produce que el crecimiento celular se detenga
en la fase G1 del ciclo celular o que se muera por apoptosis. El gen p53 es conocido por
estar activo durante la proliferacion celular. La proteina P53 se trasloca al nucleo cuando
hay dafio en el ADN. Durante mucho tiempo se creyd que el Unico rol de p53 era bloquear
la progresién del ciclo celular en G1 a la fase S permitiéndole a la célula reparar el dafo
en el ADN antes de la iniciacion de una nueva etapa de sintesis y antes de reasumir
la mitosis. Pero también p53 induce apoptosis en las células cuyo ADN es irreparable e
induce la transcripcidn del gen BAX y reprime la transcripcién del gen BCL2. Posiblemente
actla como factor regulador favoreciendo a BAX y por consecuencia es pro-apoptotica.
Las mutaciones en p53 se encuentran asociadas a una variedad de canceres humanos,
incluyendo los canceres hereditarios tales como el sindrome de Li-Fraumeni.

Se sabe que P53 es capaz de unirse al ADN produciendo un aumento en la
transcripcién de factores de crecimiento celular (puede hacerlo también estando mutado e
induciendo la transcripcion de factores de crecimiento tales como ERBB1). Se ha descripto
que p53 puede transformar células esofdgicas primarias, inmortalizarlas y hacerlas
invasivas. Se define entonces la funcién de p53 como oncogénica. Se ha localizado p53
por inmunohistoquimica, en el nucleo de células de la granulosa de ovarios de rata. La
sobreexpresion de p53 esta vinculada a la apoptosis de las células de la granulosa de rata
y el ARN mensajero de p53 se observa en las células de la granulosa luteinica humana. En
condiciones de estrés, las células de rata muestran la proteina p53 ya que actua regulando
los genes involucrados en la detencién del ciclo celular.

Tiene un alto nivel de expresion en células transformadas (cancerigenas) y se cree
que al unirse al ADN activa la transcripcion de genes que inhiben la proliferacion celular, por
lo cual aparece con un rol protectivo. Su funcidn continua siendo motivo de investigacion
ya que aun no se ha dilucidado completamente (Dent, 2013; Lin & Taatjes, 2013).
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Las caspasas

El nombre de caspasas fue propuesto en 1996 por un conjunto de siete cientificos
que trabajaban en la compaiia Merck, en Harvard Medical School, en La Jolla Cancer
Research Foundation y en otros laboratorios. Se reunieron porque hasta ese momento se
utilizaba una nomenclatura confusa y redundante para la familia de proteasas relacionadas
con ICE/CED-3.

El primer gen descubierto fue Ced-3 cuya expresion es determinante de apoptosis
en el nematodo Cahenorabditis elegans y su homdlogo en humanos es ICE (luego se
denominé Caspasa 1).

El nombre de caspasas se basa en las propiedades cataliticas de estas enzimas, todas
se caracterizan por tener cisteina (C) en su sitio activo y “aspase” porque cortan “clivan”
después del acido aspartico. El nUmero que las identifica corresponde cronoldégicamente a
la fecha de publicacién (Alnemri et al., 1996). Hasta 1997 se conocian 10 proteasas de la
familia de las caspasas en humanos y se iniciaba una investigacién muy activa sobre dichas
proteasas.

Actualmente, se reconocen 14 caspasas. La 13, originalmente descripta como de
origen humano parece corresponder a un gen especifico de bovinos. Las caspasas 13y 14
(“splicevariants”). La

III

podrian representar 2 variantes producidas por “splicing diferencia
14 se ha relacionado con una retinopatia en pacientes diabéticos. Hasta ahora no se ha
aclarado definitivamente qué ocurre con las caspasas-13 y 14 (Humke et al., 1998; Koenig
et al., 2001; Al-Shabrawey et al., 2012).

En el afio 2009, al consultar la base de datos del NCBI, PubMed, las referencias
halladas al usar apoptosis y cancer como palabras clave, alcanzaban alrededor de unas
62.000 referencias (Cotter, 2009). Hoy, casi 5 afios después, la base de datos arroja mas
de 116.200 referencias para apoptosis y cancer. Este tema cuyo impulso se inicié por los
afnos 90, continla siendo de gran importancia para las ciencias biomédicas.
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