Apoptosis: bases genéticas y moleculares,
implicancias clinicas y terapéuticas.
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Definicion

Apoptosis es un término introducido en 1972 por
Kerr Wyllie y Currie (1) e indica muerte celular pro-
gramada, muerte fisiologica o "suicidio celular".
Traducida del griego, quiere decir "caida de hojas en
otofio o los pétalos de las flores".

Kerr y colaboradores en 1972 (1) describieron este tér-
mino en oposicion a la necrosis luego y durante el
proceso isquémico (2) del tejido hepatico al ligar la V.
Porta, observando desde el punto de vista histologico
necrosis central y en la periferie unas caracteristicas
muy diferentes de la necrosis clasica, denominandole
"necrosis por contraccion” por la contraccion celular
que se observaba. Posteriormente, adopté el nombre
de "Apoptosis" sugerida por James Cormack clasicis-
ta de la Universidad de Edimburgo.

Importancia
Dentro de la fisiologia de los organismos animales,

juega un rol muy importante en el mantenimiento de
la hemostasis celular, de los tejidos durante el desarro-

llo embrionario y durante la etapa adulta eliminando-
se células que no se van a utilizar en el futuro.

Este equilibrio o hemostasia celular se da entre dos
acontecimientos importantes del desarrollo: la proli-
feracion celular y la muerte celular, de tal forma que
se mantiene un numero constante de células, en cada
linaje o estirpe celular.

Ademas, el organismo utilizaria este mecanismo para
defensa, en situacion en que deben eliminarse células
dafiinas, peligrosas o infectadas por virus evitando su
expansion; también estaria presente en el caso de
células con dafio en su ADN y que producen muta-
ciones o son portadoras de estos defectos (3).

La apoptosis ocurre en el desarrollo del corazon
embrionario, asi como también en diferentes estados
patologicos cardiacos, de la etapa adulta. Esto es
importante por que se pensaba que las células diferen-
ciadas o de diferenciacion terminal en la etapa postna-
tal, como es el caso de los cardiomiocitos y las neuro-
nas, no estaban regidas por apoptosis; sin embargo,
reportes recientes han demostrado que esto si ocurre,

1 Cardidlogo - Doctor en Medicina / Profesor de la Universidad de San Martin de Parres.
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pero que estarian inducidas por factores externos,
como la isquemia y la hipoxia (4) y otros factores mas
como veremos mas adelante.

Diferencias entre Necrosis y Apoptosis

Este proceso de eliminacion de células en forma pro-
gramada, tiene caracteristicas morfologicas tipicas
que la diferencian de la necrosis.

Magno y Joris en 1995 (5) definen dos tipos distintos
de muerte celular "muerte celular por suicidio" (apop-
tosis) y "muerte celular por homicidio". En la apopto-
sis se producen una serie de alteraciones celulares
como condensacion del nucleo, fragmentacion de la
cromatina, ademas el ADN se fragmenta y luego la
cromatina forma seudopodos en el ntcleo que se
escinden y forman semilunas conteniendo cromatina
(oligonucleosomas), luego se retraen v condensan ori-
ginando los llamados "cuerpos apoptéticos". Estos
estan formados de organelas y rodeadas de membra-
na plasmatica, de tal manera que en un inicio esta
membrana plasmatica mantiene su integridad (4).

Hay ausencia de tumefaccion celular, de liberacion
del contenido intracitoplasmatico, por lo tanto no hay
inflamacion. Los cuerpos apoptdticos son fagocita-
dos por macréfagos o células vecinas que en otras cir-
cunstancias carecen de esta propiedad. Segin Cohen
(1993) (6) toda célula nucleada probablemnte tenga
capacidad fagocitica y puede digerir células que han
muerto apoptosicamente, por ejemplo cita a las célu-
las epiteliales.

La necrosis por el contrario presenta alteracion en la
integridad celular, tumefaccion celular, se vacuoliza,
libera sustancias liticas, forma ampollas exofiticas,
libera material intracitoplasmatico y luego las ampo-
llas exofiticas son fagocitadas por macrofagos de la
inflamacién. Su desencadenante es injuria celular y es
un proceso sin consumo de energia.

La apoptosis se inicia por activacion de proteinasas
endogenas (caspasas) y lleva a consumo de ATP y
contiene ARNm de los genes responsables de este
proceso.

Tabla N° 1
Apoptosis vs. Necrosis
Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Distribucidn Células esparcidas Células contiguas
ADN Patrén en " escalera’, frag. 180 ph. "Manchas de ADN"
Volimen celular Disminuido Aumentado
Organelas Intactas Tumefactas
Integridad celular Pequefos fragmentos Ruptura
Destino Fagocitosis Liberacién del contenido
Inflamacién Ninguna Extensa

Mecanismo: Bases moleculares y genéticas

Wyllie AH en 1980 (7) publicé un trabajo experimen-
tal de apoptosis mediante la sensibilidad /1 vivo e in
vitro de los timocitos inmaduros al corticoide, que les
producia muerte celular. Observo en ellos la fragmen-
tacion del ADN por medio de electroforesis en gel,
cuyas caracteristicas eran bandas de 200 pb (pares de
bases) "en escalera". Este investigador relaciond esta
fragmentacion a una observada anteriormente produ-
cida por una endonucleasa dependiente de Ca++ y
Mg++ que reducia el ADN con el mismo patron de
fragmentos. Su hipotesis, que luego fue confirmada
por Steller en 1995 (8) era pues, que la célula en res-
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puesta a una determinada sefial ponia en marcha una
endonucleasa endogena y producia apoptosis.
Tipicamente los fragmentos de ADN del nucleosoma
median de 180-200pb o sus multiplos.

La apoptosis es un mecanismo que se ha mantenido
por siglos a través de la evolucion y se estudio muy
bien en el nematodes caernorhabditis elegans (c. ele-
gans). Los genes identificados en éste son el ced-3
(ced = celular death), ced-4 y ced-9. Los dos primeros
conducen a la muerte celular programada vy el tltimo
similar a la familia Bcl-2 en humanos la inhibe. El
ced-4 no se ha encontrado en los vertebrados.



Los genes que codifican ced-3 y ced-4 son constitu-
tivos y expresan una proteina ICE (enzima converti-
dora de interleukina 1-B), que es una endonucleasa
(proteasa de la cisteina) que escinde al ADN.

El ced-3 codifica una caspasa. Las proteinasas rela-
cionadas al gen bcl-2, regulan la actividad de las cas-
pasas halladas en los mamiteros. Bcl-2 y Bel-XL inhi-
ben la muerte celular programada, mientras BAX y
BAK la promueven. Esta familia de proteinas se regu-
la por fosforilacion, de tal manera que cascadas de
fosforilacion - desfosforilacion pueden servir de sefial
extracelular para activarlas.

Bel-2 y Bel-XL regulan la liberacion del citocromo-c
desde las mitocondrias al citosol. El citocromo-c es
una proteina de la cadena respiratoria mitocondrial,
localizada en la membrana de las mitocondrias y se
libera previo al desarrollo de apoptosis, activando las
caspasas. Se cree que las mitocondrias tengan un rol
protagonico en el inicio del proceso (8) que una vez
iniciado se mantiene por si mismo. Las caspasas son

las proteasas de serina y cisteina que van a fragmen-
tar el ADN.

El gen crm-A inhibe ICE, a través del crm-A que es
miembro de las serpinas y actia como barredor de
proteasas. Las serpinas son una familia de inhibidores
de la proteasa de la serina. Entre las serpinas conoci-
das tenemos a la antitrombina, inhibidor de la coagu-
lacion y la antiplasmina del sistema fibrinolisis,

La proteina P-53, supresora del tumor se ha propues-
to como mediadora de apoptosis y es la contraparte
de la proteina Bcl-2 que la previene,

En el hombre también se ha hallado una proteina de
membrana, que es de la familia del TNF (factor de
necrosis tumoral), denominada Fas, que es un recep-
tor con dominio extracelular que contiene subdomi-
1ni0s ricos en cisteina y un dominio intracelular llama-
do "dominio de muerte", porque desencadena la
muerte celular. F1 gen Fas se encuentra en el brazo
largo del cromosoma 10 (10q), (9).

La proteina Fas se trimeriza en el citoplasma y produ-
ce apoptosis, desencadenado por TNF y diversas cito-
quinas denominadas "ligando Fas" (Fas-L), teniendo
una gran importancia en el sistema inmunitario, en
enfermedades autoinmunes, SIDA, transplante de
medula 6sea (10).

Los factores de crecimiento y protooncogenes son
reguladores positivos de la progresion del ciclo celular,

mientras los genes supresores de tumores (P-53) se
oponen a la proliferacion celular incontrolada, a tra-
vés de la inhibicion de los protooncogenes. Por ello se
les consideraria como verdaderos agentes apoptdsicos.

La mayoria de células estan programadas para "sui-
cidarse", al poseer proteinas constitutivas para este
fin, habiendo ausencia de nuevas proteinas, con
excepcion de muerte celular programada fisiologica,
en que se producen sintesis de nuevas proteinas. Las
celulas requieren de sefiales de supervivencia, en for-
ma regular o a intervalos, de no ser asi activarian su
mecanismo de muerte.

Se afirma que la apoptosis es un mecanismo bien pro-
gramado y codificado genéticamente ya que envuelve
iniciadores y reguladores especificos, comandados
por genes especificos. Los iniciadores que se postulan
son citoquinas pro-inflamatorias, TNF-a, IL-1, inter-
ferdn-7, sistema de ligandos Fas (Fas-L) y los produc-
tos génicos c-myc y P-53. Los factores reguladores
proapoptdsicos serian el BAX, BAD; antiapoptoticos
como Bcl-2, Bel-XL.

Las enzimas caspasas, €l citocromo-c y el PARP
(Poly-ADP-ribosa-Polimerasa) que es una enzima
reparadora del ADN, juegan importante papel en este
proceso (11).

Meétodos bioquimicos que miden Apoptosis

Recordar que mientras los "cuerpos apéptéticos” son
evidencia ultraestructural de apoptosis, el ADN frag-
mentado es su marcador bioquimico.

Mencionaremos algunos de los métodos existentes
sin desarrollar cada uno:

TUNEL (terminal deixynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine tivaphosphate nickend labelling); fragmentos
de ADN "en escalera" por electroforesis en gel de aga-
rosa, marcadores de ANEXINA V y por Elisa para
medir ADN en oligonucleosoma.

Apoptosis y aparato cardiovascular

Antes de desarrollar Apoptosis en el aparato cardiovas-
cular, debemos decir que hay enfermedades asociadas
a inhibicion de apoptosis (como el cancer, enfermeda-
des autoinmunes e infecciones virales) y otros por el
contrario asociadas a enfermedades con un exceso de
aceleracion de apoptosis (ver Tabla N° 2), (10).
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Tabla N° 2
Enfermedades relacionadas a Apoptosis

Enfermedades asociadas con inhibidores de Apoptosis

Enfermedades asociadas con aumento de Apoptosis

Cancer

Enfermedades neurodegenerativas

Enfermedades autoinmunes

Enfermedad de Alzheimer

Infecciones virales

Enfermedad de Parkinson

Retinitis pigmentosa

Osteoporosis

Isquemia-reperfusién por injurias

IMA

Ictus

Sindrome mielodisplasico

SIDA

Enfermedades téxico hepaticas

Corticoides

Radiacion

Quimioterapia

Apoptosis y desarrollo cardiaco embrionrio

La apoptosis ocurre en el desarrollo cardiaco, duran-
te la etapa embrionaria, interviene en la formacion
del bulbus cordis y troncocono, cojines endocardicos,
vasos arteriales, etcétera, de tal forma que alteracio-
nes en este mecanismo serian responsables de altera-
ciones cardiacas congénitas. También interviene
como mencionamos anteriormente en diferentes
patologias cardiacas de la etapa adulta. Revisaremos
brevemente su intervencion en este sistema.

El sistema de conduccion ya estd formado en las pri-
meras semanas de gestacion, pero esta especialmente
modulado en el periodo postnatal inmediato. Los
miocitos y el colageno constituyen el nodo sinusal
embriologico (12). Luego del nacimiento los miocitos
pasan a formar grupos pequefios de células, llamadas
células "P", interconectadas por largas y delgadas
células de transicion. La apoptosis del resto de mioci-
tos resulta en acumulacion de colageno.

El nodo A-V tiene abundantes células "P" al nacer,
pero en la adultez el cuerpo de fibrosis central pierde
todos los circuitos nodales, por medio de apoptosis,
quedando pequefios grupos de células P, esparcidas
en la region baja del nodo A-V, cerca de la rama
Hissiana principal (Haz de Hiss), (12).

La falta de apoptosis y persistencia del tejido de con-
duccion en el nodo A-V, lleva a reentradas y taquiarrit-
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mias reentrantes. El retraso de apoptosis explicaria las
arritmias malignas que se resuelven espontaneamente.

Por el contrario, la excesiva apoptosis conduciria a
bradiarritmia y muerte subita cardiaca. James y cola-
boradores (13) reportaron un caso de un recién nacido
con displasia ventricular derecha, en que la FC atrial
era 150x' y la ventricular 50%', el deterioro fue progre-
sivo y el infante fallecio. La autopsia mostrd apoptosis
extensa en el Haz de Hiss, con extension al nodo A-V.
Ademas, hubo apoptosis masiva en el ventriculo dere-
cho incluyendo septum y bandas parietales de la cris-
ta supraventrucularis. El ventriculo izquierdo y ambas
auriculas eran normales. Este caso interesante mostra-
ba la destruccién simultinea en diferentes regiones del
mismo organo con destruccion celular y sin signos de
inflamacion y que podria dar manifestaciones clinicas
cardiovasculares diversas.

Se ha sugerido (14) que la displasia ventricular arrit-
mogénica que es una forma de cardiopatia del ventri-
culo derecho y muerte stbita se debe a apoptosis,
consecuencia de episodios repetidos de isquemia-
reperfusion asociado a arritmia, lo que llevaria a pér-
dida celular y su reemplazo progresivo por tejido
grueso y fibroso.

Se ha documentado apoptosis en la cardiomiopatia
inducida por Marcapaso ventricular a altas frecuen-
cias cardiacas, corazones transplantados y problable-
mente miocarditis aguda y cronicas (11).



Apoptosis en cardiomiopatias

La cardiomiopatia (CMP) dilatada causa de insufi-
ciencia cardiaca; en su estadio inicial muestra hiper-
trofia miocdrdica compensatoria por el bajo gasto
cardiaco. Esta hipertrofia se ha asociado a promoto-
res de crecimiento como el c-myc, c-fos, factor de cre-
cimiento transformante-, que también promueve
apoptosis (15). Pero la hipertrofia no puede mante-
nerse indefinidamente desde que no responden por
hiperplasia, por tanto lo sigue la muerte celular (15).

Narula y colaboradores (16) propusieron apoptosis
como la via por la cual se llega al deterioro de la fun-
cion ventricular izquierda y estadio final de la insufi-
ciencia cardiaca. A pesar de estas observaciones e
hipétesis no puede darse una respuesta concluyente
de que mecanismos de falla cardiaca sean totalmente
explicados por apoptosis.

Experimentalmente se esta intentando detener este
mecanismo o minimizarlo por medio del uso de antia-
poptoticos, como son los moduladores de factores de
crecimiento y citokinas, pudiendo favorecerse asi una
forma de prevencion del deterioro ventricular (4).

Jutta Scheper et al. (17), en una revisién que realizan
acerca del rol de apoptosis en CMP dilatada, conclu-
yen que si bien su funcion esta claramente establecida
en la isquemia aguda y el miocardio hibernado, en la
progresion de insuficiencia cardiaca hacia la dilata-
cion, falta atin determinarse.

Apoptosis e Isquemia Miocardica

Los factores de estrés para producir necrosis y apop-
tosis incluyen a la isquemia, la hipoxia, la deficiencia
nutricional y agentes citotoxicos (quimioterapicos).

En estudios experimentales como el de Saraste A et
al., (18) se observo células apoptaticas en la reperfu-
sion tras el infarto miocéardico agudo, lo cual no se
vi6 en infartos con oclusiéon permanente de la arteria
0 sea sin reperfusion, Observaron aumento de calcio
intracecular y radicales libres en la zona reperfundi-
da, proponiéndolos como inductores de apoptosis,
hecho que actualmente se ha confirmado.

Se han observado células apoptaticas en la zona cen-
tral de la necrosis, sugiriendo que estaria la necrosis
precedida de apoptosis. Este periodo de transicion
resultaria de isquemia e hipoxia incrementadas.

Histologicamente se observa expansion progresiva
del estado picnotico al kariolitico del cardiomiocito.

Hay otros trabajos experimentales como el de
Kajstura J et al., (19) que observaron que tras la
oclusion coronaria, la apoptosis es muy precoz
con un maximo de 4.5 horas, mientras la necrosis
alcanza su maximo a las 24 horas. Ademas obser-
varon una ma-yor extension de la apoptosis de
hasta 6 veces en relacion a la necrosis.

Hotta y Nakai de la Universidad de Morika en Japon
(20) estudiaron la isquemia miocardica transitoria y
completa, tras la oclusién coronaria en ratas.
Mostraron que las células subendocirdicas, sufrian
apoptosis en la isquemia transitoria y en la completa,
mientras que las células subepicardicas sufrian necro-
sis en la oclusion completa, por lo que estarian tam-
bién contribuyendo a una mayor hipoxia, que por si
sola produce apoptosis.

Se han encontrado otros agentes apoptoticos en la
isquemia, como la proteina P-53 (21), la cual mostra-
ba una expresién aumentada. También el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF- ), que tiene una expre-
sion aumentada en la reperfusion de la isquemia (22);
la presencia de calcio intracelular aumentado y radi-
cales libres, factores consignados como proapoptoti-
COS en esta situacion. '

Por otro lado. Sawa et al., de la Universidad de Ojaka
(23) mostraron en ratas sometidas a isquemia miocar-
dica, que luego de ser reperfundidas, mejoraban
mucho al incorporarles liposomas con el gen Bel-2,
conocido inhibidor de la apoptosis.

La apoptosis podria dar ciertas ventajas en relacién a
necrosis por la ausencia de inflamacién y posterior
fibrosis (cicatrizacion). Se ha observado que la pérdi-
da de miocitos en riesgo dejaria dreas con menor
arritmogenicidad, que la que dejaria la necrosis. La
apoptosis seria causa de desaparicion del infiltrado de
células intersticiales que se observan posterior a un
infarto miocardico (24).

En el remodelado ventricular tras el IMA, interviene la
necrosis pasiva y apoptosis activa. La apoptosis en res-
puesta a isquemia podria provocar activacion de genes
de respuesta inmediata de caracter proliferativo (10).

La hipoxia, la isquemia y la reperfusion activan genes

de respuesta inmediata y probablemente sea a través
de apoptosis.
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Trabajos experimentales en cerdos, como el de Brand
y colaboradores (25) descubrieron la activacion de
genes de respuesta inmediata ¢-fos, erg-1 y jun-B, tras
la reperfusion.

Yao y colaboradores de la Universidad de Tokio (26)
encontraron activacion de la expresion de c-jun, c-fos
y c-myc durante la reperfusion en miocitos embrio-
narios de pollo. Observaron que c-jun requiere de pro-
teinkinasa C (PKC) para activarse y c-fos y c-myc
podrian activar la cascada de proteinkinasas activadas
por mitogenos, que aumentan durante la reperfusion.

Se sugiere que estos genes de respuesta inmediata
intervienen en el proceso de remodelacion cardiaca y
este podria ser una respuesta compensadora a la
apoptosis.

Apoptosis y el proceso arterosclerético

Debemos mencionar que la apoptosis estd compro-
metida potencialmente en el remodelado de las pare-
des arteriales asociadas a Hipertension Arterial
Primaria, Hipertension Pulmonar Primaria, injertos
venosos para By-Pass, injuria arterial post-angioplas-
tia (11).

En el proceso aterosclerdtico, interviene generando
inestabilidad de la placa de ateroma y esto lo consi-
gue reduciendo el numero de células musculares lisas
con funcion fagocitica v reduciendo células endotelia-
les de la placa. También lo logra al reducir células
musculares lisas de la placa proximas o contiguas al
limen, en su intento por aumentar el diametro de la
luz del vaso de la zona afectada. Esto resulta en dis-
minucion del depésito de la matriz extracelular y su
mantenimiento, alterando la integridad de la placa,
haciéndola inestable y vulnerable (27). También esta
implicada en la extension de la placa al producir
junto con la necrosis destruccién de las células espu-
mosas en el core lipidico.

Por otro lado, la apoptosis interviene en el mecanismo
de estabilizacion de la placa de ateroma, produciendo
Apoptosis de macrofagos en la capa fibrosa de la placa
evitando que estos destruyan el coligeno (28).
Mientras por un lado debilita la capa fibrosa, paradoji-
camente por otro lado lo evita; por lo que es necesario
entender este proceso en este punto especifico, para
inclinar el lado de la balanza que sea mds favorable.

72 Revista Horizonte Médico - Diciembre 2004

Implicancias terapéuticas

Definitivamente, la mejor comprension de los meca-
nismos gencéticos y moleculares de este proceso lleva-
ra a mejorar la lucha contra la alta morbilidad y mor-
talidad por enfermedades cardiovasculares.

Tendriamos la posibilidad de evitar llegar al estadio
final de la insuficiencia cardiaca, la posibilidad de
estabilizar las placas de ateromas, de optimizar la
terapia antihipertensiva, de evitar el proceso patologi-
co de la remodelacion ventricular post-infarto, evitar
la reestenosis post-angioplastia, controlar la exten-
sion del tejido fibroblastico tras el infarto o enferme-
dades inflamatorias como las miocarditis.

Si logramos dominar o manejar la muerte apoptotica
va sea previniéndola o acelerandola segin convenga
hacerlo y en forma muy selectiva, tendriamos un arse-
nal terapéutico de gran valor. Debemos entender
correctamente el mecanismo de los mediadores como,
Bel-XL, P-65, P-53, NF-KB, TNF-, andlogos de los
factores de crecimiento, las caspasas, la apopaina, enzi-
ma identificada Gltimamente como inductora de
Apoptosis, serian potencialmente terapéuticos.

Aun su significado clinico v terapéutico requiere
muchas investigaciones a nivel experimental y clinico,
pero creemos que con el avance tecnoldgico acelera-
do y los conocimientos a nivel genético y molecular,
no estamos lejos de lograr los objetivos trazados.

Frank Lizaraso Soto
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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