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Resumen

Introducción: La apoptosis, actúa como un control de calidad y un mecanismo de reparación, por lo tanto hoy en día existe una larga lista de enfermedades que se han asociado con alteraciones en ella.
Objetivo: Describir los fundamentos moleculares involucrados en el proceso apoptótico y su relación con la patología a nivel celular.
Materiales y métodos: Se realizó una investigación de tipo revisión bibliográfica. Para identificar los documentos que se revisarían se consultó la base bibliográfica PubMed/Medline, incluyendo los trabajos de los últimos diez años.
Resultados y discusión: La mayoría de las investigaciones centran la mira en la relación entre apoptosis y carcinogénesis, minimizando el campo de estudio de un evento casi obligatorio en la vida celular e indispensable para garantizar la adaptación a las condiciones del medio.
Conclusiones: La muerte celular programada es un proceso indispensable para el mantenimiento de la homeostasis. Se impone entonces, incrementar el número de investigaciones que se centren en dilucidar la participación de los mecanismos apoptóticos en la etiopatogenia de las enfermedades, hecho que sin lugar a dudas contribuirá a ampliar el horizonte terapéutico de dichas entidades nosológicas.
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Introducción
La muerte celular es un proceso estudiado desde en el siglo XIX. Ya en 1885 Flemming describió un proceso que denominó cromatolisis, tras observar la desaparición de células que presentaban rotura nuclear. Desde entonces, y especialmente a partir de 1970s, son muchos los estudios dirigidos a un mayor entendimiento de cómo procesos extremos como la muerte celular están estrictamente regulados. Al igual que lo ocurrido con el estrés oxidativo, hoy en día se reconoce que la muerte celular apoptótica es un proceso programado que toma parte en actividades tan diversas como el desarrollo de numerosos tejidos o la destrucción de células dañadas.1   

Uno de los principales mecanismos que regulan la muerte celular es la apoptosis. Este fenómeno fue descrito por Carl Vogt en 1842, asociado a ciertos cambios morfológicos, pero el término fue introducido en 1972 por Kerr, Wyllie y Curie, proveniente del griego y cuyo significado es «caída de las hojas de un árbol o de los pétalos de una flor». La apoptosis se ha definido como un mecanismo fisiológico de muerte programada (inherente al desarrollo celular), una especie de «suicidio» celular, caracterizado por eventos morfológicos, bioquímicos y moleculares distintivos que requieren una regulación coordinada de genes específicos.1
La muerte apoptótica puede ser desencadenada por una variedad de estímulos, diversas señales que pueden ser fisiológicas o estimulaciones ambientales exógenas. Además, no todas las células mueren necesariamente en respuesta al mismo estímulo, ya que es un proceso complejo que puede variar según el tipo de celular y tejido. Se ha establecido que las características de la célula apoptótica difieren de las observadas en las células que sufren otros tipos de muerte como la necrosis.2
En la necrosis la muerte es un proceso «pasivo» que no requiere de síntesis proteica y se caracteriza por procesos violentos como daño mitocondrial y una rotura de la membrana, proceso osmótico desmesurado y finalmente lisis celular y liberación de su contenido al medio exterior atrayendo células inflamatorias. Por su parte, la apoptosis es un proceso activo que implica síntesis proteica y el contenido intracelular nunca es liberado al medio circundante, por lo tanto no desencadena reacciones inflamatorias.1, 2
La apoptosis, actúa como un control de calidad y un mecanismo de reparación, por lo tanto hoy en día existe una larga lista de enfermedades que se han asociado con alteraciones en ella. Existe evidencia de que el aumento o la inhibición de la apoptosis pueden contribuir al surgimiento y patogénesis de diversas enfermedades humanas o provocar anormalidades del desarrollo.2
Objetivo
Describir los fundamentos moleculares involucrados en el proceso apoptótico y su relación con la patología a nivel celular.
Materiales y métodos

Se realizó una investigación de tipo revisión bibliográfica. Para identificar los documentos que se revisarían se consultó la base bibliográfica PubMed/Medline, incluyendo los trabajos de los últimos diez años. A partir de ello se realizó un análisis cualitativo, según los propósitos trazados en esta investigación.
Resultados y discusión 
Los mecanismos de muerte celular programada garantizan el manteniendo de los parámetros homeostáticos a nivel celular, y con ello elevan la protección contra la ocurrencia de fenómenos ligados al desarrollo de procesos morbosos. La mayoría de las investigaciones centran la mira en la relación entre apoptosis y carcinogénesis, minimizando el campo de estudio de un evento casi obligatorio en la vida celular e indispensable para garantizar la adaptación a las condiciones del medio.
Entre las características morfológicas distintivas de la apoptosis se puede nombrar una condensación temprana de la cromatina y desintegración nucleolar, que lleva a la formación de masas de cromatina perinuclear y a la disminución del tamaño nuclear, además hay compactación del citoplasma y de organelos (excepto mitocondrias y ribosomas) y alteraciones del citoesqueleto, que llevan a un encogimiento celular. De igual manera ocurre la fragmentación intranuclear del ADN y la pérdida sistemática de diferentes sustratos vitales ambas por efecto de proteasas específicas como las caspasas.3
Las caspasas son una subfamilia de 13 cistein-proteasas que son sintetizadas de manera inactiva (zimógenos) y son activadas por corte proteolítico. Las caspasas en la apoptosis se pueden clasificar en dos grupos: las iniciadoras (de señalización o que activan a otras caspasa) como las 2, 8, 9 y 10; y las efectoras o ejecutoras como las 3, 6 y 7 que hidrolizan sustratos selectivos.3
Todo esto lleva a la fragmentación de la célula, formando pequeñas vesículas llamadas cuerpos apoptóticos aún rodeados de membrana. Esta cambia de composición dándose una translocación de la fosfatidilserina a su superficie la cual sirve de señal de reconocimiento para macrófagos y así los cuerpos son rápidamente fagocitados.4
Existen dos principales rutas de señalización mediante las cuales una célula se vuelve apoptótica. La vía extrínseca, la cual es iniciada por la unión de ligandos específicos a ciertos receptores de la superficie celular llamados receptores de la muerte. Esta interacción lleva a la activación de la caspasa 8 quien comienza una cascada de activación de otras moléculas llevando a la muerte celular. La otra vía corresponde a la intrínseca, la cual es iniciada a nivel mitocondrial y que lleva a la conformación del apoptosoma, un complejo de proteínas que genera la activación de la caspasa 9 quien inicia la cascada que llevará a la muerte por apoptosis.4
Factores que aumentan el proceso apoptótico contribuyen al origen de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer, la esclerosis lateral amiotrófica y enfermedades del sistema inmune como la hepatitis. También se han relacionado otras patologías como son la isquemia miocárdica, enfermedades inflamatorias, ictericia obstructiva, síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) entre otras. Por otro lado, factores que disminuyen la apoptosis parecen contribuir al surgimiento y desarrollo de tumores y cánceres.5
La apoptosis interviene también en los eventos de formación del repertorio de células T y B eliminando por procesos de selección negativa (delección clonal) los clones autorreactivos en el timo y la médula ósea, por lo que factores que inhiben el proceso de la apoptosis pueden generar desordenes en el sistema inmune, tales como la diabetes autoinmune.6
Los linfocitos T maduros, bajo ciertas condiciones, como al final de una respuesta inmune, también son eliminados por apoptosis y esta interviene en mecanismos de tolerancia central y periférica, en el establecimiento de la memoria inmunológica y en los mecanismos citolíticos de células asesinas naturales (NK) y linfocitos T citotóxicos, lo que corrobora su papel inmunorregulador y apoya el hecho de que desregulaciones llevan también a desórdenes en infecciones virales y enfermedades inflamatorias.7
Se ha estudiado bastante el efecto de desregulaciones en la apoptosis en el desarrollo de neoplasias. Las células cancerosas surgen de múltiples defectos genéticos causados por exposición al ambiente, a la dieta o a agentes infecciosos. En ellas se han modificado diversas vías celulares incluyendo la resistencia a la apoptosis.8
La importancia que tiene la apoptosis con respecto al proceso de carcinogénesis es el de proveer un mecanismo fisiológico que elimina las células anormales o defectuosas, por lo tanto, adquirir resistencia a la apoptosis es un prerrequisito para el desarrollo y progresión de todo cáncer. Además la resistencia a un tipo de apoptosis inducida por suspensión, llamada anoikis, es uno de los pasos primordiales para el proceso de la metástasis tumoral, ya que es la encargada de eliminar las células que se sueltan de sus vecinas e intentan migrar por la circulación a nuevos tejidos.5, 6
La mitocondria juega un papel decisivo durante la apoptosis. Por un lado aporta un lugar de regulación a través de la familia de proteínas Bcl-2y además actúa como amplificadora de la señalización apoptótica, lo que asegura la culminación del proceso. Debido a su implicación en la muerte celular, la mitocondria es uno de los orgánulos celulares que sufren cambios en su funcionamiento durante el proceso. Sin embargo, estos cambios bioquímicos no se corresponden con cambios morfológicos aparentes, manteniéndose intacta su morfología prácticamente durante todo el proceso.8  

Existen dos alteraciones básicas de la fisiología mitocondrial relacionadas entre sí. Estas son la disipación del potencial de membrana mitocondrial y el aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa con la consiguiente liberación de proteínas proapoptóticas al citosol.8   

Disipación del potencial de membrana mitocondrial   

Durante décadas el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa ha sido reconocido como una característica temprana del proceso de muerte celular. Como consecuencia del mismo se produce una notable disminución de la producción de ATP. La falta de ATP disponible puede dañar de diversas maneras a la célula, pero no parece ser este el factor desencadenante de la muerte celular.9
El desacoplamiento de la cadena respiratoria es causado por la disminución o disipación del potencial de membrana mitocondrial, originado a su vez por un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna. El potencial es el resultado de una distribución asimétrica de protones y otros iones a ambos lados de la membrana interna mitocondrial, que en condiciones normales es impermeable a estos.9
Esta distribución asimétrica origina un gradiente electroquímico esencial para que se pueda producir la fosforilación oxidativa. Algunos autores consideran la disipación del potencial de membrana mitocondrial como el primer "punto de no retorno" que permite identificar a aquellas células destinadas a sufrir un proceso de apoptosis.10
Aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa y liberación de proteínas proapoptóticas al citoplasma  

Un fenómeno característico que se produce al comienzo de muchos, sino de todos, los procesos apoptóticos descritos hasta el momento es la permeabilización de la membrana mitocondrial externa. Este es un punto clave debido a que la mitocondria retiene, especialmente en el espacio intermembrana, multitud de proteínas apoptogénicas que son esenciales para la activación apoptótica. Estas deben necesariamente ser liberadas al citosol para activar las caspasas iniciadoras.10  

Los motivos que conducen a los cambios de permeabilidad descritos son múltiples (estrés oxidativo, calcio, ceramida…etc) y pueden ser causados al menos por dos vías alternativas:

· Por la formación de canales o poros por parte de proteínas de la subfamilia BAX en la membrana externa.
· Por la apertura de una estructura denominada poro de transición de permeabilidad (PTP, Permeability Transition Pore).11   

Estas dos alternativas no son mutuamente excluyentes y están reguladas por proteínas de la familia Bcl-2. El PTP está formado tanto por proteínas de la membrana interna (el translocador de nucleótido adenina (ANT), por ejemplo) como de la membrana externa (la porina o canal aniónico voltaje dependiente (VDAC)).11
Los componentes de las dos membranas mitocondriales se acoplan entre sí constituyendo un punto de contacto entre ambas membranas a través del cual pueden pasar moléculas de peso inferior a 1,5 KDa. Su función fisiológica conocida es la de permitir la liberación de calcio al citoplasma así como la entrada de proteínas necesarias para mantener el potencial transmembrana hacia la matriz mitocondrial. Esto tiene lugar mediante breves pulsos de apertura. Durante la apoptosis, la apertura mantenida de este poro provoca el hinchamiento de la matriz mitocondrial y la expansión de la membrana interna, fenómenos que van a producir la ruptura y por tanto permeabilización de la membrana externa.12   

La mitocondria no es solo la productora de energía de la célula, es también un arsenal. La mitocondria secuestra un potente cóctel de proteínas proapoptóticas que al ser liberadas al citosol desencadenan la muerte celular o amplifican la señalización del proceso ya iniciado por otras vías. Además de las caspasas descritas con anterioridad, a continuación se hace referencia a parte de la maquinaria molecular apoptótica mitocondrial.12
Citocromo c 

El citocromo c es una proteína globular que permanece retenida en el espacio intermembrana donde participa como lanzadera de electrones entre el complejo III y IV de la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo, una vez liberado al citosol, se une a una proteína adaptadora denominada Apaf-1, por su región C- terminal rica en residuos de WD (valina-aspártico).

Esto facilita la unión de ATP y la exposición de una superficie oligomerizada de los extremos NH2-terminal de la proteína acopladora. La oligomerización de Apaf-1 va acompañada de un reclutamiento de pro-caspasa-9 y la maduración proteolítica hacia caspasa-9, mediante autocatálisis. Este complejo proteico activador de la pro-caspasa-9, ha sido denominado Apoptosoma.13 

Smac / DIABLO 

Los inhibidores de proteínas apoptóticas (Inhibitor of apoptosis proteins IAPs), tales como XIAP, c-IAP1 y c-IAP2, pueden encontrarse unidos a caspasas, tanto iniciadoras como efectoras, e inhibirlas eficazmente durante la vida de una célula. Sin embargo, durante el proceso apoptótico, las caspasas pueden ser liberadas del bloqueo de los IAPs gracias a una proteína denominada Smac (Second Mitochondrial Activator of Caspases) o Diablo (Direct IAP Binding protein with Low pI). Esta se encuentra retenida en el espacio mitocondrial intermembrana y se libera tras la permeabilización mitocondrial.14
AIF y endonucleasa G 

El factor inductor de apoptosis (AIF; Apoptosis Inducing Factor), fue identificado por el equipo del Dr. Kroemer como un factor capaz de promover el proceso apoptótico por una vía independiente de caspasas. Tras el estímulo apoptótico, puede liberarse al citosol y, en algunos modelos celulares, translocarse posteriormente al núcleo, donde provocaría una condensación parcial de la cromatina en la periferia nuclear y una fragmentación del DNA en fragmentos de unos 50 kpb.15
Al parecer, la vía de señalización mediada por AIF es muy antigua y conservada filogenéticamente, puesto que ocurre en todos los metazoos y asume un papel muy importante durante el desarrollo embrionario. La endonucleasa G presenta características similares al AIF, esto es, promueve la muerte celular de manera independiente de caspasas una vez es translocada al núcleo.15
Existen dos rutas principales que desencadenan la apoptosis: 
· La ruta extrínseca, mediada por la estimulación de receptores transmembrana.

· La intrínseca, en la cual la mitocondria actúa como componente central, regulado por proteínas de la familia BCL-2.15
Ruta extrínseca o mediada por receptores  

En la vía extrínseca o apoptosis mediada por receptores, las moléculas señalizadoras que desencadenan la respuesta apoptótica (ligandos) provienen del medio extracelular y son liberadas o están ancladas en otras células. Estos ligandos se unen a receptores de muerte de la célula diana y son los responsables de inducir la muerte celular.16
Los receptores de muerte mejor caracterizados son el receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNFR1) también denominado DR1 (Death Receptor 1), Fas (DR2, Death Receptor 2), Apo-3 (DR3), Trail-R1 (DR4) y Trail-R2 (DR5). Un claro ejemplo de esta ruta apoptótica lo tenemos en el sistema inmunológico. Las células NK (natural killer) poseen el ligando Fas (FasL) en su superficie.16
La unión de FasL a los receptores Fas (DR1) en la célula diana, provoca que gran número de receptores se agreguen en la superficie de la célula diana. Estos receptores de membrana poseen en su dominio intracitoplasmático el dominio de muerte (DD, Death-domain) encargados de reclutar proteínas adaptadoras que poseen el dominio de muerte asociado a Fas conocido como FADD (Fas- Associated Death Domain protein).16  

FADD también posee el dominio DED (death effector domain), presente también en los prodominios de las procaspasas iniciadoras implicadas en esta vía, la procaspasa 8 y 10.El complejo proteico formado por DD, FADD y las procaspasas se denomina DISC (Death-Inducing Signal Complex) y su función es la activación de las caspasas iniciadoras. Es la formación de este complejo proteico lo que facilita el reclutamiento de gran cantidad de procaspasa-8 o 10, dando lugar a la activación de éstas por proximidad.17
La activación de la caspasa-8 dará lugar, a su vez, a la activación de una cascada de caspasas hasta la caspasa efectora 3. La señalización FADD-caspasa-8 puede ser bloqueada mediante proteínas inhibidoras, como FLIP, que evitan el reclutamiento y activación de la caspasa-8. La caspasa 8 activa es capaz, también, de fragmentar la proteína Bid (de la familia de proteínas BH3-only), dando lugar a la proteína tBid, la cual actúa como una molécula de señalización en la membrana mitocondrial facilitando la liberación del citocromo c y enlazando así la vía extrínseca con la intrínseca mitocondrial.17     

Ruta intrínseca o mitocondrial  

La ruta intrínseca se desencadena en general por un estrés celular como puede ser un daño en el DNA, choque térmico, drogas, deprivación de factores de crecimiento, estrés reticular etc. Las diferentes señalizaciones de estrés celular convergen la mayoría de las veces en la mitocondria, frecuentemente a través de la activación de las proteínas pro-apoptóticas de la familia BCL-2.18 

Las proteínas de la familia BCL-2 regulan la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial y con ello regulan la liberación de moléculas apoptogénicas retenidas en el espacio intermembrana (citocromo c, AIF, Smac/DIABLO, etc). En las células sanas, las proteínas pro-apoptóticas de esta familia se encuentran inactivas pero dispuestas a actuar ante las señales pro-apoptóticas. Así, BAX se localiza en el citosol en forma de monómeros inactivos y BAK, que es una proteína oligomérica, se encuentra integrada en su forma inactiva en la membrana mitocondrial y unida a MCL1 o BCL-XL.18
Ante el estímulo apoptótico, BAX y BAK cambian su conformación que en el caso de BAX conlleva su translocación a la membrana mitocondrial y oligomerización. La activación de los miembros pro-apoptóticos tiene lugar a través de la fosforilación, proteólisis y otros mecanismos. Estos procesos dirigen a los miembros pro y antiapoptóticos de la familia BCL-2 a la superficie mitocondrial, donde se encuentra la proteína inhibidora BCL-2. Aquí, el balance entre unos y otros determina la permeabilización o no de la mitocondria y con ello, la liberación o no de moléculas pro-apoptóticas, entre ellas el citocromo c.19
Al ser liberado al citoplasma el citocromo c se asocia con la proteína adaptadora Apaf-1 y luego con la procaspasa-9 y ATP formando un gran complejo proteico denominado apoptosoma. La formación de este complejo provoca la activación de la caspasa 9, cuya función es la activación de la caspasa 3. Desde el espacio intramembrana de la mitocondria también se liberan otros factores importantes. El factor de inducción de apoptosis (AIF, apoptosis inducing factor), por ejemplo, favorece la fragmentación del DNA de manera caspasa-independiente. También las proteínas Smac/DIABLO antagonistas de las IAPs. Ambas rutas apoptóticas intrínseca y extrínseca convergen a nivel de la activación de la caspasa 3.18  

Hay que destacar que la salida del citocromo c de la mitocondria al citosol no sólo actúa como un factor pro-apoptótico esencial para la formación del apoptosoma, sino que también da lugar al desacoplamiento de la fosforilación oxidativa y, por lo tanto, un cese de la producción de ATP que conduce a la muerte celular. Según la intensidad del estímulo puede desencadenarse la muerte celular por apoptosis o necrosis. Un daño severo que afecta a la mayoría de la población mitocondrial provocará la muerte celular por necrosis. Un estímulo moderado que tan solo afecte a una parte de la población mitocondrial, permitirá mantener el aporte suficiente de ATP para que concluya el proceso apoptótico.19     

Estudios recientes apuntan a que el retículo endoplasmático es capaz de ejercer un papel regulador de la apoptosis mediado estrés El estrés reticular puede ser originado por un plegamiento defectuoso de proteínas en este orgánulo,  o bien a por una perturbación del gradiente de Ca2+ a través de su membrana. La acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo activa una respuesta adaptativa denominada respuesta a proteínas no plegadas (unfolded protein response: UPR).18, 19
Se han descrito numerosos mecanismos mediante los cuales bien el Ca2+ reticular, o bien la respuesta a proteínas no plegadas inducen una permeabilidad mitocondrial y por lo tanto, la activación de la ruta intrínseca, estando sujetos al control de la familia BCL-2. Sin embargo, la transducción de señales que conectan el estrés reticular y la maquinaria apoptótica no se conocen bien y aún quedan muchos interrogantes.17
Algunos autores han propuesto que la caspasa 12, expresada en ratones y localizada en la cara citosólica del retículo endoplasmático actúa como caspasa iniciadora de la señalización apoptótica en esta vía. En células humanas es la caspasa 4 la que actuaría como mediador del estrés reticular, pero no existen datos consistentes de que dicha caspasa active a su vez las caspasas ejecutoras.19 

También el núcleo puede iniciar una señalización apoptótica y conectar ésta con la mitocondria, a través de p53. p53 es capaz de transactivar numerosas proteínas proapoptóticas de la familia BCL-2, en particular BAX, BID, PUMA y NOXA, las cuales actúan induciendo la permeabilidad mitocondrial. También es capaz de transreprimir BCL-2 y con ello favorecer la apoptosis. En respuesta a roturas de doble cadena del DNA, p53 estimula la liberación de la histona H1.2, la cual actúa posteriormente favoreciendo la permeabilidad mitocondrial.19
La proteína p53 puede estimular la expresión de PIDD (p53-induced protein with death domain), contribuyendo así a la activación de la caspasa-2. La caspasa 2 se activa en el núcleo mediante el complejo denominado PIDDosoma, que contiene PIDD y caspasa 2 entre otras. Una vez activado es capaz de inducir directamente la permeabilidad mitocondrial conectando la señalización nuclear con la mitocondria. 18
La apoptosis excesiva va ligada a enfermedades neurodegenerativas y a inmunodeficiencias, mientras que la evasión de la apoptosis contribuye de manera importante a la oncogénesis y al desarrollo de enfermedades autoinmunitarias. Las mutaciones (deleciones y adiciones de uno o unos pocos nucleótidos en exones codificadores o zonas de corte y empalme) en el receptor de muerte celular Fas dan lugar a un defecto en la apoptosis mediada por Fas, lo que da lugar a un aumento en la supervivencia de los linfocitos activados provocando la aparición del síndrome linfoproliferativo autoinmunitario (ALPS).20
Indudablemente, el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el proceso apoptótico constituyen un baluarte para comprender los diferentes cambios morfológicos que operan en la vida de las células y su relación con los procesos patológicos. Más que representar el ocaso en la vida celular, la apoptosis puede considerarse como una oportunidad adaptativa desarrollada con el paso del tiempo y de cuya comprensión dependerá el futuro de la patología celular.

Conclusiones
La muerte celular programada es un proceso indispensable para el mantenimiento de la homeostasis. Se impone entonces, incrementar el número de investigaciones que se centren en dilucidar la participación de los mecanismos apoptóticos en la etiopatogenia de las enfermedades, hecho que sin lugar a dudas contribuirá a ampliar el horizonte terapéutico de dichas entidades nosológicas.
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