Revision

El niumero de células de un
organismo esta regulado por un
balance entre la proliferacion, la
diferenciacion y la muerte celular. Sin
embargo, el equilibrio entre la
proliferacion y la muerte de una
poblacién celular puede estar alterado
por un aumento o una disminucién de
uno de estos procesos. En particular,
cuando la muerte celular ocurre en
menor medida de lo normal, se
observan alteraciones que conllevan
acumulacion de células. De igual
forma, un aumento de la muerte
celular podria ser responsable de la
pérdida de células y sus
enfermedades asociadas. A este
respecto, la muerte celular se ha
considerado como un mecanismo
relevante que contribuye a la
regulacion de la vida.

Palabras Clave: Apoptosis. Caspasas.
Hormonas. Glandulas. Hipdfisis. Diabetes.
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Fundamentos de la apoptosis
celular: interés en
endocrinologia

L.M. FRAGO, A. ARROBA y J.A. CHOWEN

Unidad de Investigacion. Hospital Nino Jesus. Madrid.

THE BASICS OF CELLULAR APOPTOSIS:
INTEREST IN ENDOCRINOLOGY

The number of cells in an organism is determined by a balance
between cell proliferation, differentiation and death. However,
the normal equilibrium between proliferation and death of a
specific cell population is sometimes altered by an increase or
decrease in either of these processes. For example, when cell
death occurs to a lesser extent than required the result is an
abnormal accumulation of cells. Likewise, an increase in cell
death results in the loss of cells and possibly an associated
disease. In this respect, cell death is considered to be an
important mechanism for the regulation of life.

Key words: Apoptosis. Caspases. Hormones. Pituitary. Diabetes.

Se han descrito dos vias principales de muerte celular: un proceso pasi-
vo que conduce a la necrosis y un programa activo, denominado apopto-
sis. La necrosis acontece por anomalias no fisioldgicas en el ambiente ce-
lular, como pueden ser altas dosis de compuestos toxicos, hipertermia,
hipoxia o infecciones virales. Se caracteriza porque la célula se hincha, la
membrana se rompe, el ADN se destruye, hay daiio de los organulos cito-
plasmadticos, incluyendo la mitocondria, dilatacién del reticulo endoplas-
matico y formacion de vacuolas. Como consecuencia del proceso necroti-
co se pierde la integridad de la membrana con la consiguiente liberacion
al citoplasma del contenido celular, lo que da lugar a la inflamacién de
los tejidos circundantes.

La apoptosis es activada por la aparicién/desaparicion de sefiales de otras
células y por estimulos externos y se caracteriza por una secuencia de cam-
bios morfolégicos y por modificaciones bioquimicas'. Las caracteristicas
mas importantes de las células apoptdticas se pueden resumir en la tabla 1.
Al final del proceso, la célula apoptdtica o sus fragmentos son fagocitados
por células vecinas o macréfagos sin inducir la respuesta inflamatoria.

La muerte celular que ocurre naturalmente como parte del funciona-
miento normal de un tejido u 6rgano fue definida por Lockshin y Wi-
Iliams en 1965% como “muerte celular programada”, para distinguirla de
la muerte accidental debida a dafio o toxicidad. En general, la muerte ce-
lular programada ocurre via apoptosis’. La apoptosis se describié por pri-
mera vez como parte de un proceso natural destinado a eliminar células
superfluas o agotadas durante el desarrollo embrionario. En este periodo,
la apoptosis estd implicada en procesos tales como la separacion de los
digitos, la especializacion del sistema inmune, la diferenciacion sexual, el
recambio de tejidos, la metamorfosis y la atrofia®. Desde entonces, se
hizo evidente que la muerte que ocurre en las células posnatalmente, en
respuesta a agentes fisioldgicos, patoldgicos o farmacoldgicos, es similar
a las muertes que tienen lugar durante la ontogenia’. La funcién de la
apoptosis se ha extendido a morfogénesis, homeostasis de tejidos, regula-
cién inmunoldgica y eliminacion de células infectadas, mutadas o dafa-
das*>. En todos estos casos una célula afectada detecta que su ambiente o
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TABLA 1. Cambios morfolégicos y bioquimicos en
células apoptaticas. Principales cambios fenotipicos
que tienen lugar durante el proceso de apoptosis

Exposicién de fosfatidilserina

La célula se encoge

Aparecen burbujas en la membrana

Aislamiento de la cromatina

Condensacion de la cromatina

Digestion de la cromatina y de regiones internucleosomales
Alteraciones en el potencial de la membrana mitocondrial
Formacion de cuerpos apoptéticos

estado fisico ha sido comprometido y, como consecuencia,
desarrolla un proceso de suicidio usando una maquinaria
molecular de muerte celular. Como cada célula de un orga-
nismo multicelular puede encontrarse en una situacion des-
favorable, es concebible proponer que todas las células vi-
vas contienen esta maquinaria®. Este proceso puede ser
detenido en varios puntos, de modo que existen moléculas
desencadenantes y moléculas que detienen la apoptosis, y
puede ocurrir por diferentes vias de sefializacion. La apop-
tosis también desempeiia un papel relevante en la oncogéne-
sis. Asi, varias drogas cominmente usadas en quimioterapia
se han descrito como inductoras del programa apoptético’.
Como consecuencia, un mejor conocimiento de las vias
apoptdticas podria ayudar en la modulacién de la respuesta
de las células neopldsicas a los compuestos antitumorales.

DETECCION DE CELULAS APOPTOTICAS

Se asume que la célula apoptdtica evidencia una morfolo-
gia tipica debido al blebbing de la membrana, la condensa-
cion y la fragmentacion de la cromatina, seguido de la for-
macién de cuerpos apoptéticos. La tincién de células con
colorantes especificos para ADN (Hoescht, yoduro de pro-
pidio, naranja de acridina o DAPI) permite la identificacion
de células apoptdticas mediante microscopia Optica y por ci-
tometria de flujo®. Tras la induccién de apoptosis con un
farmaco como el etopdsido, los nicleos marcados con Ho-
escht 33258 revelan cambios en la estructura de la cromati-
na. Posteriormente, aparecen pequefias regiones condensa-
das dentro de la envoltura celular. En las dltimas fases de la
apoptosis se hacen evidentes los cuerpos apopt6ticos’.

Cuando se analiza por citometria de flujo, la distribucién
de células en las distintas fases del ciclo celular es anémala.
Al compararlas con la distribucién normal, se observa una
fraccién de células apoptdticas con un contenido en ADN
menor que el de células en G1. Cuando la apoptosis es indu-
cida por determinados farmacos, puede aparecer también
una acumulacién de células en G2, lo que indica que la pro-
liferacion celular estd impedida por la incapacidad de las
células de reentrar en el ciclo celular. Los inductores fisio-
l6gicos de la apoptosis, como la deprivacién de factores de
crecimiento, también acumulan células con contenido en
ADN menor que G1 sin bloquear una fase especifica. Esta
observacién es importante para una mejor compresion de la
relacion entre apoptosis y proliferacion®.

Como se ha mencionado anteriormente, una de las carac-
teristicas de la apoptosis es la pérdida de la integridad del
ADN concomitante con otras modificaciones morfoldgicas
tempranas. La fragmentacion del ADN en la region internu-
cleosomal produce una escalera de bandas de multiplos de
200 pb que se observa realizando una electroforesis con-
vencional!. Sin embargo, esta caracteristica no es el Gnico
marcador para identificar células apoptdticas. Alternativa-
mente, el extremo libre presente en el ADN celular permite
su visualizacién por la técnica de TUNEL (TdT-mediated

dUTP nick end labeling)'°, que consiste en el marcaje de los
fragmentos de ADN utilizando la enzima deoxinucledtido
terminal transferasa con dUTP-fluoresceina u otro marcador
que permitird el andlisis por microscopia de fluorescencia o
confocal.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS CELULAS
APOPTOTICAS

La degradacién de las proteinas que tiene lugar durante el
programa de apoptosis es un marcador bioquimico relevan-
te. Un elevado nimero de protefnas son fragmentadas du-
rante la apoptosis'!, incluyendo la poli(ADP-ribosa) polime-
rasa, proteinas del citosqueleto, como la actina, a-fodrina,
gelsolina y las ldminas nucleares cuyos cortes contribuyen
al encogimiento de la célula, la formacién de las burbujas
tipicas de la membrana plasmadtica y la rotura nuclear. De
los diferentes sucesos bioquimicos que tienen lugar durante
la apoptosis, quizad el mds importante es la participacion de
los miembros de la familia de las caspasas, cisteinproteasas
especificas que cortan tras un residuo Asp. Hasta la fecha,
se han identificado 14 caspasas de mamifero®, y todas ellas
se expresan como proenzimas inactivas que son activadas
proteoliticamente para formar un complejo catalitico tetra-
mérico'>.

Las caspasas cortan diferentes proteinas celulares en un
proceso de protedlisis limitada en el que un nimero peque-
flo de cortes, normalmente s6lo uno, tiene lugar en regiones
interdominios. El corte puede dar lugar a la activacién de la
proteina o a la inactivacion, pero nunca a la degradacion,
debido a su alta especificidad de sustrato que distingue a las
caspasas como las mds estrictas de las endopeptidasas'>. Es
de singular importancia que los zimégenos de las caspasas
son, ellos mismos, sustratos para las caspasas, de manera
que unas son capaces de activar a las otras de manera jerar-
quica. El corte proteolitico activador tiene lugar dentro de
un corto segmento que conecta las subunidades grande y
pequeia del dominio catalitico. La localizacién del corte
dentro de este segmento necesita ser preciso', es el Asp
297 (muy conservado) el que dirige la especificidad del
corte dentro de este segmento. La mayoria de las caspasas
activadas pueden procesarse, tanto a si mismas como a otras
caspasas si se da el tiempo y la concentracién necesarios'.
La extensién del proceso estd regulada por los residuos que
rodean a este Asp 297. Asi, en tiempos inferiores a 30 min
lo que se obtiene son zimdgenos sin procesar.

Se considera que existen caspasas activadoras o iniciado-
ras, encargadas de poner en marcha la cascada proteolitica
que termina en el corte y activacién de otras ejecutoras, las
conocidas como caspasas efectoras. La conexién entre el es-
timulo de muerte y las cascadas proteoliticas estd asegurado
por proteinas adaptadoras®. Estas proteinas se autoasocian
en respuesta a un estimulo apoptético mediante la unién a
un predominio N-terminal largo presente sélo en las caspa-
sas iniciadoras. Estos dominios se conocen como DED o
CARD (caspase recruitment domain). Acto seguido, se oli-
gomerizan y activan la primera proteasa en la cascada'®. Por
ejemplo, Fas/Apo y otras moléculas del tipo TNF-a (fumor
necrosis factor-¢) usan como adaptadoras a las proteinas
FADD y RAIDD para oligomerizar y autoactivar a la caspa-
sas iniciadoras caspasa-8 y caspasa-2, respectivamente!”!3,
La caspasa-8, entonces, directamente corta y activa a la cas-
pasa-3'. La existencia de caspasas iniciadoras por encima
de las efectoras en vias especificas de sefalizacién de apop-
tosis se ha estudiado con ratones nulos para caspasa-8 que
son resistentes a la apoptosis inducida por Fas y a TNF-o
pero son sensibles a farmacos quimioterdpicos, la retirada
de suero y dexametasona. En contraste, las células deficien-
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Citocromo C

l

Cascada
de caspasas
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Muerte celular

Fig. 1. Funcion de la mitocon-
dria en apoptosis. El incremento
de los valores de calcio citosoli-
cos aumentan la permeabilidad
de la membrana mitocondrial,
este hecho es uno de los desen-
cadenantes de la apoptosis. El
citocromo C'y el factor inductor
de apoptosis (AIF) conducen la
cascada proteolitica hasta el
dario en el ADN (fragmentacion
y mutacion) y la muerte celular.
El citocromo C actiia en forma
de complejo multimérico con
Apaf-1, activando a la procas-
pasa-9. Bcl-2 puede bloguear la
liberacion del citocromo C de la
mitocondria, previniendo la ac-
tivacion de la cascada de caspa-
sas y apoptosis. ¥m, potencial
de membrana.

tes en caspasa-9 (también iniciadora) permanecen sensibles
a sefializacion por Fas y TNF-o pero son resistentes a irra-
diacién, farmacos y dexametasona.

Otra molécula adaptadora es Apaf-1, que se une a la pro-
caspasa-9 y provoca la autoasociacién y activacién de la
proteasa®?!. Esta funcién de Apaf-1, sin embargo, no estd
restringida a un estimulo especifico sino que participa en
una via de sefializacion muy comun que implica a la mito-
condria?.

FUNCION DE LAS MITOCONDRIAS
EN LA APOPTOSIS

El dafio mitocondrial se ha interpretado siempre como un
signo tipico de necrosis donde las organelas se hinchan y se
rompen y previenen la produccién de ATP y, subsecuente-
mente, las células mueren por la desestabilizacién idnica.
En los tultimos afios, se han observado durante la apoptosis
cambios significativos pero mds sutiles en la mitocon-
dria**?*. Aumenta la produccién de radicales de oxigeno,
hay cambios en el ciclo del calcio, la caida del potencial
transmembrana y una permeabilidad aumentada de la mem-
brana externa mitocondrial?>?*. Invariablemente, ademds,
tiene lugar la liberacion de citocromo ¢ desde el espacio in-
termembrana de la mitocondria al citoplasma*-?°, donde se
une a la proteina adaptadora Apaf-1, activando secuencial-

TABLA 2. Principales proteinas implicadas en apoptosis

mente a la procaspasa-9 y a la 322 (fig. 1). Esta via se con-
sidera importante porque los ratones KO de Apaf-1y caspa-
sa-9 tienen importantes anomalfas cerebrales y mueren in-
tradtero sin tener afectada la apoptosis en respuesta a Fas y
TNF-a?728. Por tanto, los defectos pueden ser debidos a un
retraso en la apoptosis mds que a una ausencia y el papel de
los componentes de la mitocondria podria ser el de amplifi-
car mds que el de ejecutar los procesos de muerte®. Se po-
dria decir que el papel de la mitocondria es especialmente
importante para la rapidez y efectividad en la eliminacién
de las células durante el desarrollo embrionario, lo que ex-
plicaria los defectos en el cerebro de los ratones nulos para
Apaf-1y Casp-9.

MECANISMOS CELULARES DE PROTECCION
FRENTE A LA APOPTOSIS

(Como previene una célula de mamifero la muerte celular
programada? Por una parte, las células pueden expresar va-
rias proteinas IAP (proteinas inhibidoras de la apoptosis)
que pueden actuar como inhibidores directos de las caspasas
o intervenir en las vias apoptéticas activadas por Fas/TNF-
0’%31, Ademads, hay al menos 16 homélogos humanos de un
factor de supervivencia del cual el producto del protoonco-
gén Bcl-2 es el miembro fundador®. Aunque Bcl-2 no inte-
racciona dvidamente con Apaf-1, s previene la liberacion

Estimulos Receptores Adaptadoras Iniciadoras Mediadoras Efectoras

FasL Fas FADD Caspasa-8 Bid Caspasas: 3, 6, 7
Cit-c
Bcl-2

TNF TNFR1 TRADD Caspasa-9 Bax Caspasas: 3, 6, 7
Cit-c
Bcl-2
Apaf-1

NGF p75 TRAF2 Caspasa-1, 2 Caspasa-3

Algunas vias son especificas del tipo celular, pero en la misma célula puede activarse mas de una via, dependiendo del estimulo.
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Fig. 2. Sefializacion de Fas.
Fas es miembro de la superfa-
milia de receptores del TNF
(tumor necrosis factor), que
pertenece a la familia de recep-
tores transmembrana. Se ha
demostrado que Fas es un me-
diador importante en la muerte
celular por apoptosis. La union
de Fas ligando (FasL) induce
la trimerizacion de Fas. La ac-
tivacion de Fas genera el re-
clutamiento de proteinas con
dominios de muerte (FADD).
La procaspasa-8 se une a Fas
por FADD, y una vez activada
la caspasa-8 se produce la ac-

FasL

+ Apoptosis

tivacion de otras procaspasas.

del citocromo c desde la mitocondria, de manera que se blo-
quea la activacion de Casp-9/Casp-3 antes o independiente-
mente de Apaf-1%. Aunque la accién de Bcl-2 todavia no se
conoce con certeza parece ser que afecta a la mitocondria en
si. No obstante, otro potente miembro antiapoptdtico de la
familia, Bcl-xl, si interacciona con Apaf-1 y previene la ac-
tivacion de la caspasa-9333*,

Durante los dltimos 10 afios, ha crecido el interés acerca
de la influencia de la apoptosis sobre la sensibilidad de los
tumores a los tratamientos anticdncer. Una razén importante
es que la apoptosis es un programa definido de muerte celu-
lar que estd marcadamente influido, tanto positiva como ne-
gativamente, por una gran variedad de genes, muchos de los
cuales estdn mutados o regulados anémalamente en los cdn-
ceres humanos. Entre los mds importantes se encuentran los
ya descritos miembros de la familia de Bcl-2 y el gen supre-
sor de tumores p53. Diversos estudios genéticos han condu-
cido a la hipdtesis de que tumores con mutaciones en p53,
valores altos de Bcl-2 o indices altos de la relaciéon Bcl-
2:bax conllevan resistencia a los tratamientos anticancer.

APOPTOSIS DISPARADA POR RECEPTORES
DE MUERTE

Una de las vias més estudiadas, resumida en la tabla 2, ha
sido la que implica a los receptores de muerte transmembra-
na pertenecientes a la familia de receptores R1 del TNF,
que incluye al receptor p75 de las neurotrofinas y a Fas
(CD95). Todos ellos son proteinas de membrana con un do-
minio rico en cisteina en la parte extracelular y un dominio
transmembrana sencillo. Ademads, algunos de estos recepto-
res presentan una secuencia corta denominada dominio de
muerte (DD) en la regién citoplasmatica. Tras la unién de
ligandos especificos, estos receptores transmiten una sefial
letal que concluye con una muerte apoptdtica cldsica. Natu-
ralmente, hay muchos otros sistemas efectores de muerte
celular; algunos fisioldgicos, como la deprivacion de facto-
res de supervivencia solubles o de sustancias de adhesion al
sustrato, asi como el encuentro con células citotdxicas, irra-

diaciéon o farmacos quimioterapicos. Pero la mayoria de
ellos conllevan procesos que conectan con vias estudiadas
para el TNF o CD95L.

Baésicamente, las vias de muerte iniciadas por los recepto-
res de muerte son:

1. Activacién de una caspasa iniciadora (caspasa-8) que
directamente activa a las caspasas efectoras (caspasa-3 y 7).
Estas tltimas son las responsables de los diversos fendme-
nos que caracterizan la muerte apoptotica.

2. La caspasa iniciadora (caspasa-8) produce en el citosol
una molécula procesada (Bid/CAF) que actda sobre la mito-
condria para la liberacién de citocromo c y otras proteinas
desde el espacio intermembrana. El citocromo c entonces
activa a la caspasa 9 que conducird a la activacion de caspa-
sas efectoras.

3. El TNF-o dispara una via que da lugar a un aumento
en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
la mitocondria. Las células se hinchan y se colapsan de for-
ma stbita. Esto es tipico de necrosis. No hay mediacion de
caspasas.

4. El TNF-a u otros estimulos pueden conducir a estrés
oxidativo, normalmente con produccién de ROS por mito-
condrias activadas. Estas moléculas, entonces, causan libe-
racion de citocromo ¢ desde la mitocondria, y ocasionan la
activacion de caspasas efectoras.

5. TNF y CDO95L pueden activar a la proteina ASK-1
(apoptosis signal-regulating kinase) que via JNK y p38
MAPK conduce a la activacién de factores de transcripcion
que aumenta la expresion de CD95L. Por mecanismos auto-
crinos o paracrinos se induce la muerte celular por las vias 1
0 2, anteriormente descritas.

ViA DE MUERTE CELULAR PROTOTIPICA

La muerte celular inducida por CD95L esquematizada en
la figura 2 ocurre de la siguiente manera: los ligandos uni-
dos a membrana se agrupan a su receptor CD95, cuyo do-
minio citoplasmadtico contiene la regién caracteristica de 85
aminodcidos denominada DD. Esta regién del receptor re-
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Celula presentadora
de antigenos

Linfocitos T CD4* y CD8*
FASL

IL-1,IFN- v, TNF-a

Antigenos

++

FAS

IL-1
) IFN-y
Macroéfago
TNF-a

Célula beta

rs A4

Sintesis de 6xido nitrico

Fig. 3. Posibles mecanismos de destruccion de la célula B en la diabetes tipo 1. Las células T activadas podrian inducir la apoptosis por
tres mecanismos: el primero ocurriria via Fas/FasL. El segundo se produciria por la activacion de los macrdfagos y la via de la sintesis
del oxido nitrico. El tercero implicaria a la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral-o (TNF-a) y al interferon-y (IFN-Y).

cluta varias copias de DD de otra proteina, FADD. La parte
aminoterminal de FADD es un dominio efector de muerte
(DED), por unién homofilica con el prodominio del zimé-
geno de la caspasa-8 que contiene 2 DED*. La proximidad
inducida de dos o mds zimégenos con una actividad baja
conduce a la autoactivacién con liberacién de caspasa-8 ac-
tiva en el citoplasma'®. Esta caspasa iniciadora actia sobre
varios sustratos citosélicos como CAF o Bid, que hace que
disminuya el potencial de membrana mitocondrial y que se
libere citocromo ¢ al citoplasma®. Bid requiere Bax, una
proteina de la familia de Bcl-2 proapoptética para su accion
en la mitocondria®’. El citocromo c en presencia de dATP o
ATP induce un cambio conformacional de la proteina adap-
tadora Apaf-1 y/o liberacién de Bcl-2, de manera que Apaf-
1 no sélo se une a la caspasa 9 sino que dimeriza, lo que
permite la yuxtaposicion de 2 procaspasas-9 resultando en
la autoactivacién y liberacion de caspasa-9 madura®*. Esta
tltima activa a las caspasas efectoras 3 y 7" que actiian so-
bre multitud de sustratos que afectan a la integridad del ci-
tosqueleto, a la estructura de la ldmina nuclear y al ADN,
entre otros, mientras que los sistemas de reparaciéon perma-
necen inactivados?®.

Las caspasas efectoras pueden actuar sobre sustratos por en-
cima de la mitocondria creando un loop positivo (caspasa-3
corte a la pro-casp-8)*. Otro efecto de feedback positivo pue-
de ser que la caspasa-3 corte a Bcl-2 generando un efector tipo
Bax™.
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En algunas células llamadas tipo I, la caspasa-8 puede ac-
tivar directamente las caspasas efectoras sin requerir libera-
cién de citocromo c¢*'. Se distinguen de las de tipo II en la
formacién de cantidades grandes de caspasa-8 activa en lo
que se conoce como DISC (death inducing signalling com-
plex) y por la ausencia de un efecto inhibidor de Bcl-2.
DISC est4 formado por Fas, la proteina adaptora FADD y la
caspasa-8.

Cuando el TNF se une a su receptor TNF-RI (o TNF-
R55) se libera la proteina SODD, una proteina silenciado-
ra que normalmente estd unida a la region intracelular del
receptor®?. TNF-RI, ademds, contiene dominios DD que
reclutan a la proteina adaptadora TRADD a través de sus
dominios DD. TRADD se une a FADD y esta via inicia
una cascada apoptética iniciada por la caspasa-8 ya des-
crita. Pero TRADD puede interactuar también con
TRAF2 (TNF associated factor) y con RIP (rec interac-
ting factor con secuencias DD). Esta ultima activa p38
MAPK, jun N-terminal cinasa (JNK) y, quizd e incluso
mds importante, activa a NF-KB, responsable de la rdpida
expresion de un grupo de genes que codifican para protei-
nas que protegen de la muerte celular, por ejemplo A20%,
TRAF1, TRAF2 y las proteinas inhibidoras de apoptosis c-
IAP1 y c-IAP2*. La rdpida sintesis de estas proteinas de
rescate explica en parte por qué la actinomicina D o la ci-
cloheximida son potentes sensibilizadores de la muerte
inducida por TNF-RI®.
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APOPTOSIS EN EL SISTEMA ENDOCRINO

Las hormonas, las citocinas y los factores de crecimiento
actian como protectores especificos o generales de la apop-
tosis. Sin embargo, en determinadas condiciones fisioldgi-
cas o patoldgicas también pueden inducir la muerte celular
programada. Las hormonas esteroideas son potentes regula-
dores de la apoptosis en la hip6fisis, la glandula mamaria, la
prostata, el ovario y los testiculos. En enfermedades autoin-
munes como la enfermedad tiroidea autoinmune y la diabe-
tes mellitus, se ha descrito que el sistema inmune por si
mismo no dafia el érgano en tltima instancia, sino que son
las células diana (células tiroideas y células beta de los islo-
tes pancredticos) las que se suicidan por apoptosis*. Cémo
influyen las hormonas en la muerte celular programada vy,
por tanto, como la apoptosis afecta a las glandulas endocri-
nas es importante para el disefio de nuevas estrategias para
prevenir y tratar enfermedades que afectan a los tejidos en-
docrinos.

APOPTOSIS EN EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS

El eje hipotalamo-hipdfisis durante el desarrollo sufre re-
modelaciones en las que estdn implicadas procesos de apop-
tosis*’, y son unas zonas més proclives que otras a sufrir
apoptosis®®. Al igual que ocurre en otros sistemas, en el eje
hipotdlamo-hipofisiario, la apoptosis tiene lugar por la inte-
rrelacion de diferentes vias. La relacién entre la hipdfisis y
las hormonas sexuales implica un control apoptético: duran-
te el embarazo y la lactancia de las ratas aumenta el nimero
de celulas lactotrofas®, y al cesar la lactancia disminuye*,
Se ha visto que en estos procesos, la apoptosis estd regulada
por las proteinas Bcl-2 y Bax*®. En funcién de la mayor ex-
presiéon de una u otra se produce apoptosis 0 se protege
frente a la muerte celular.

Estudios llevados a cabo en rata ponen de manifiesto que
una subpoblacién de neuronas en el hipotilamo expresa
Bcl-2 y que esta expresion estd afectada por los esteroides
sexuales. La “upregulacion” de la expresion de Bcl-2 en ra-
tas durante el aumento de estrégenos en plasma sugiere que
las fluctuaciones naturales de los valores periféricos de es-
tradiol pueden regular la expresion de Bcl-2. La progestero-
na al contrario que el estradiol disminuye la expresion de
los receptores nucleares de estrégenos™.

Los mecanismos de accién de los estrogenos tiene lugar
tras la unién a un receptor nuclear, sin embargo, también se
habla de la existencia de receptores de membrana para es-
trégenos®’. Se ha descrito una interaccién intracelular entre
estrogenos y el factor de crecimiento similar a la insulina |
(IGF-I). La abundante coexpresioén del receptor de estroge-
nos y del receptor de IGF-I en multitud de dreas cerebrales
sugiere que la interaccion entre estrogenos e IGF-I puede
ocurrir en diferentes lugares del sistema nervioso central
(SNC). Se han identificado tres vias de confluencia:

1. Via de la MAPK que puede bloquear a la JNK>? y ac-
tuar sobre el receptor nuclear de estrégenos activando al
factor de transcripcién CREB (cAMP response element bin-
ding protein), que se une al promotor del gen Bel-2%.

2. Via de la PLLK que regula la activacién de la PKB o
AKT, que una vez activada bloqueard la expresion de dos
proteinas proapoptdticas como Bad y caspasa-93'.

3. Accidn sobre el gen Bcl-2 tras la unién del complejo li-
gando-receptor a un elemento de respuesta a estrogenos
(ERE)*, que actuando a modo de enhancer aumenta la ex-
presion de Bcl-2 y su efecto neuroprotector.

Bcl-2 es un punto de convergencia de distintas vias impli-
cadas en la proteccion frente a apoptosis®!.

CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS
EN TESTICULOS

El control de la apoptosis de las células germinales du-
rante la espermatogénesis es especialmente importante. Este
control estd mediado por sefiales derivadas de las células de
Sertoli, estrechamente asociadas a las células germinales y
por sefiales exteriores a los testiculos®. La sefializacion in-
tracelular que determina el destino de la célula germinal im-
plica a los miembros de la familia de Bcl-2. La apoptosis de
las células germinales puede estar influida por un descenso
de factores de supervivencia en las células de Sertoli**. Una
combinacion de hormonas esteroideas y peptidicas con fac-
tores de crecimiento reducen la apoptosis y aumentan la su-
pervivencia de las células de Sertoli en cultivo. La membra-
na basal de las células de Sertoli desempefia un papel
importante en supervivencia®’. En ausencia de membrana
basal, la FSH y otros reguladores de la funcién de las célu-
las de Sertoli no pueden prevenir la apoptosis de las células
de Sertoli.

CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS
EN LA PROSTATA

Tanto en tejidos normales como en neopldsicos, los an-
drégenos actian como reguladores enddgenos especificos
de la muerte celular programada, estimulan la sintesis de
ADN y de mitégenos en células prostaticas ejerciendo un
efecto antagénico sobre la muerte celular. Los estrégenos
tienen efectos opuestos a los andrégenos, estimulando la
muerte celular en la prostata®®,

CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS
EN EL OVARIO

La atresia de los foliculos ovdricos en los mamiferos se
inicia por la apoptosis de las células de la granulosa en res-
puesta a la deprivacion hormonal. Las células de la granulo-
sa son las principales productoras de las hormonas sexuales
responsables de la funcién ciclica del ovario. La muerte ce-
lular programada en el ovario tiene un papel crucial limitan-
do el nimero de foliculos que pueden ovular y asi evitar el
desarrollo de mds embriones de los que pueden completarse
con éxito®. Por ello, solamente una pequefia proporcién de
foliculos escapa a la muerte celular programada. Durante la
oogénesis, el nimero de células germinales disminuye brus-
camente por apoptosis cuando se inicia la meiosis. La apop-
tosis de los oocitos afecta a las células germinales primor-
diales, a los oocitos en paquitena y a los foliculos
primordiales tempranos®. La apoptosis de los oocitos impli-
ca a Fas y a la familia de Bcl-2.

Los factores de crecimiento IGF-I e insulina, los estroge-
nos, la gonadotropina coriénica humana (hCG) y la hormo-
na foliculostimulante (FSH) son factores de supervivencia
de los foliculos; los andrégenos y la hormona liberadora de
gonadotropina potencian la apoptosis del foliculo. El IGF-I
es un importante factor de diferenciacion y supervivencia de
las células de la granulosa, esta dltima funcién la realiza ac-
tivando la via de la PI3K/AKT®'. El IGF-I (producido de
forma enddgena) media en parte el efecto de las gonadotro-
pinas en la inhibicién de la apoptosis.

CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS
EN LA GLANDULA MAMARIA

El crecimiento normal de la gldndula mamaria implica
proliferacion, diferenciacién, apoptosis y remodelacion de
la membrana basal a través de la estimulacion ovdrica del
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TABLA 3. Apoptosis y diabetes tipos 1y 2.
Diferentes mecanismos de estimulacion y de las vias
de senalizacion que podrian mediar la apoptosis

en la diabetes tipos 1y 2

Diabetes tipo 1 | Diabetes tipo 2
Estimuladores  IL-1, TNF-a, IFN-y Acidos grasos, amilina
Ceramida (?), Bcl-2 ! TNF-a ?), ceramida,
bel-2
INK INK (?)
Efectores Oxido nitrico, caspasas Oxido nitrico, caspasas
@)

ciclo menstrual y durante el ciclo de embarazo y lactancia.
La regulacién de estos procesos requiere la accion concerta-
da de estrégenos y progesterona. La regresion de la glandu-
la mamaria lactante se induce por la disminucién de las con-
centraciones de prolactina y hormonas glucocorticoideas®>.
La retirada de las hormonas lactogénicas dispara un progra-
ma de muerte celular epitelial que se caracteriza por una
disminucién de la expresion génica de la caseina y un au-
mento de expresion de genes asociados a apoptosis como el
TGF-B%.

CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS
EN EL UTERO

Los estrogenos, la progesterona, la dihidrotestosterona y
la dexametasona inhiben la apoptosis del epitelio uterino.
En el endometrio de primates la progesterona y el estradiol
tienen efectos proliferativos o antiapoptéticos. Sin embargo,
tras una prolongada exposicion del estroma endometrial a
progesterona se produce apoptosis y puede contribuir a la
hemorragia menstrual®.

La progesterona y los estrégenos controlan la diferencia-
cién y la apoptosis endometrial mediante el control de la ex-
presion génica de la familia de Bcl-2. La expresion de Bel-2
disminuye tras el tratamiento hormonal, mientras que Bax
aumentaba. En resumen, el balance entre Bax y Bcl-2 estd
alterado durante la diferenciacion de las células del estroma
y deben desempeiar un papel significativo en el desarrollo
placentario®.

ENFERMEDADES ENDOCRINOLOGICAS
Y APOPTOSIS

Las alteraciones en los mecanismos de supervivencia
contribuyen a la patogenia de un nimero de enfermedades
humanas, incluyendo el cédncer, las infecciones virales, en-
fermedades autoinmunes, alteraciones neurodegenerativas y
sida. Los tratamientos disefados para regular la apoptosis
pueden cambiar la progresion natural de algunas de estas
enfermedades. En las enfermedades autoinmunes como la
enfermedad tiroidea autoinmune o la diabetes mellitus son
las células afectadas las que se suicidan por apoptosis.

DIABETES

Dada la necesidad vital de insulina, pero también el peli-
gro de un exceso en su secrecion, la funcién y la cantidad
de células beta estdn estrechamente reguladas, lo que ha
dado lugar a una célula altamente especializada que es re-
ceptiva a estimulos proliferativos pero también de apoptosis
que se han relacionado con diabetes tipo 1 y 2. Las células
endocrinas de los islotes de Langerhans del pancreas, inclu-
yendo a las cé€lulas beta, productoras de insulina, se renue-
van cada 40-50 dias mediante procesos de apoptosis, proli-
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feracion y diferenciacion de nuevas células (neogénesis) a
partir de cé€lulas epiteliales progenitoras localizadas en los
conductos pancreaticos®. Existen sefiales inmunoldgicas,
inflamatorias y metabdlicas que causan apoptosis de las cé-
lulas beta pancredticas (tabla 3). Entre los factores relevan-
tes para la diabetes tipo 1 se encuentran las citocinas proin-
flamatorias, el 6xido nitrico, las especies reactivas de
oxigeno y el ligando de Fas. En la patogenia de la diabetes
tipo 2 estdn implicados los dcidos grasos libres, la glucosa,
la sulfonilurea y la amilina. Ademads, hay evidencia de que
existe una convergencia en las vias de sefializacion hacia un
efector comun en la apoptosis que sufren las células beta del
péancreas en la diabetes tipo 1 y 2. Estos estudios recientes
con interleucina 1 (IL-1) beta implican las cascadas de pro-
tefnas cinasas activadas por estrés, JINK®,

APOPTOSIS Y DIABETES TIPO 1

La apoptosis es el mecanismo mds frecuente en la des-
truccién de las células beta en la diabetes de origen inmuno-
16gico. Los macréfagos y las células T CD4* y CD8* me-
dian la insulitis y diabetes en modelos animales. Por tanto,
existen diversas posibilidades tedricas sobre cémo el siste-
ma inmune destruye las células beta (fig 3):

— Las células T CD8* causan destruccion de células beta
por la via de la perforina/granzima, que conlleva la inser-
cién de los complejos tubulares de la perforina en la mem-
brana celular y la muerte osmdtica y no apoptética. Sin
embargo, los ratones deficientes en perforina desarrollan
diabetes con mds frecuencia.

— Células T activadas CD4* y CD8* expresan FasL, que
tras la unién a Fas causa la muerte apoptdtica de las células
beta. Citocinas como la IL-1 aumentan la expresion de Fas.
Tras diversos estudios, parece que la funcién de las células
CD4* y CD8* es activar a los macréfagos tras la estimula-
cion antigénica. Estos macrdfagos activados facilitan la des-
truccion de los islotes por un mecanismo dependiente de la
via de sintesis del 6xido nitrico®.

— Los macréfagos y las células T pueden afectar la viabi-
lidad de las células beta por medio de las citocinas proinfla-
matorias IL-1B, TNF-a e interferén y (IFN-y). Estas citoci-
nas destruyen las células beta in vitro™. En estudios in vivo
se ha descrito que los receptores circulantes y anticuerpos
neutralizantes IL-1, los receptores de TNF-a y los anticuer-
pos de IFN-y previenen la diabetes tipo 1 sin afectar al siste-
ma inmune de células T7".

De todos los estudios se recoge la idea de que la destruc-
cién de las células beta y la diabetes tipo 1 dependen de la
interacciéon entre macréfagos, células T CD4* y células T
CDS8* que establecen una lesién inflamatoria crénica en la
que los mediadores solubles como el 6xido nitrico y las ci-
tocinas son importantes moléculas efectoras.

APOPTOSIS Y DIABETES TIPO 2

La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la insu-
lina y una secrecién insuficiente de insulina por disminucién
del nimero de células beta. En islotes cultivados en medio
rico en glucosa (16,7 mmol/l) aumentan los procesos de apop-
tosis; sin embargo, la expresion de Bcl-2 no se ve afectada,
mientras que Bcl-x1 disminuye y la expresion de los genes
proapoptdticos Bad, Bid y Bik aumenta. Por tanto, en los islo-
tes humanos los valores de glucosa pueden modular el balance
entre los miembros pro y antiapoptéticos de la familia Bel™.

En ratas diabéticas Zucker (fa/fa) los islotes presentan va-
lores muy elevados de dcidos grasos libres que aumentan la
apoptosis a través de diferentes mecanismos: la estimula-
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cion de la esfingomielinasa y generacion de ceramida; au-
mento de expresion de 6xido nitrico y disminucién de la ex-
presion de Bcl-2. La leptina aumenta los valores de Bcl-2 y
de esta manera previene la apoptosis de los islotes™.

El tratamiento con sulfonilurea a tiempos largos en ra-
tones ob/ob dispara una apoptosis dependiente de Ca>* "
Concentraciones elevadas de glucosa causan una disfuncién
de las células beta y una desensibilizacion a la glucosa e in-
ducen la apoptosis en ratones ob/ob, aunque la glucosa pue-
de también ejercer una funcién protectora.

Finalmente, el depdsito amiloide de amilina en los islotes
contribuye al deterioro de la funcién de las células beta”.
Por tanto, existen amplias evidencias de factores metabdli-
cos implicados en la patofisiologia de la diabetes tipo 2 y
también que factores farmacoldgicos usados para el trata-
miento de la diabetes tipo 2 pueden causar apoptosis.

ENFERMEDADES TIROIDEAS

Tiroiditis de Hashimoto

La tiroiditis de Hashimoto (TH) es una enfermedad de
origen autoinmune, en la que la apoptosis estd implicada en
su patogenia a través de la sefializacion de Fas.

Esta enfermedad se caracteriza por una respuesta inmune
a los antigenos tiroideos y una intensa infiltracién en la
glandula tiroidea, esto lleva a la destruccién de las células
foliculares y a un hipotiroidismo crénico’. Estos datos su-
gieren que en la TH las células foliculares sufren apoptosis
mediante la estimulacién de la via de Fas/FasL y la inhibi-
cién de Bcl-2. Los linfocitos infiltrados no parecen estar im-
plicados directamente pero proveen del entorno de citocinas
apropiado que da lugar a la “upregulacién” de Fas y FasL y,
por tanto, de la maquinaria apoptdtica.

Carcinomas de tiroides

Muchos tumores son resistentes a apoptosis y expresan
FasL. constitutivamente. Esto sugiere que poseen algtn tipo
de mecanismo, como los ligandos de muerte para luchar con
el sistema inmune. El resultado puede ser la deplecion de lin-
focitos antitumor, inmunosupresién y escape inmunolégico”’.

Al contrario de una célula tiroidea normal, los carcino-
mas papilares, foliculares y de Hurthe presentan inmunorre-
actividad para FasL, especialmente en areas pobres en dife-
renciacién, mientras que en carcinomas medulares su
expresion es baja o no existe.

Bocio

En condiciones normales, el tamafio de la gldndula tiroi-
dea en el adulto es constante porque la proliferacion celular
se contrarresta con los procesos de muerte celular. Este ba-
lance estd desequilibrado en esta enfermedad, resultado de
una hiperplasia de las células foliculares de la glandula ti-
roidea. Se ha estudiado el efecto del yodo y se ha descrito
que concentraciones bajas inhiben la apoptosis pero a dosis
altas se induce apoptosis via Fas.

Estos hallazgos indican que el delicado balance entre pro-
liferacién y apoptosis es importante para el control de la
masa de la glandula tiroidea.

CONCLUSIONES

La integridad de los organismos multicelulares depende
no s6lo de la estricta regulacion de la proliferacion y la dife-
renciacion, sino también de la regulacion de la muerte celu-
lar. Aqui se han descrito los principales componentes de las

vias de muerte celular. Los agentes que suprimen la apopto-
sis son de uso potencial en el tratamiento clinico. Para esto,
es importante conocer las diferentes vias de supervivencia y
sus conexiones con las vias de muerte celular.
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