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Apoptosis neuronal: ladiversidad de sefalesy detipos celulares

LiNA VANESSA BECERRA, MD*, HERNAN JOSE PIMIENTA, MSc*

RESUMEN

Lamuerte celular programadaes un eventofisiologico durante el desarrollo. En el encéfaloy lamédulaespinal, este proceso
determina el nimero y la localizacion de los diferentes tipos celulares. En el sistema nervioso del adulto, la muerte celular
programada o apoptosis estd mas restringida, pero puede jugar un papel determinante en enfermedades cronicas o agudas.
Al contrario de otros tejidos en los cuales la apoptosis estd documentada ampliamente desde el punto de vista morfoldgico,
en el sistema nervioso central la evidencia en este sentido es escasa. A pesar de esto, existe consenso acerca de la activacion
dediferentes sistemas de sefializacion apoptotica. Enel presente articulo se intenta resumir las principales vias de sefializacion
apoptdtica identificadas en el tejido nervioso. Considerando que las vias apoptéticas son multiples, los tipos neuronales
diversos y especializados y que la respuesta neuronal a la lesion y la supervivencia dependen del contexto de la célula en
el tejido (preservacion de la conectividad, integridad glial y matriz extracelular, flujo sanguineo y disponibilidad de factores
tréficos), lo que es relevante en el proceso apoptotico en un sector del cerebro puede no serlo en otro.
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Neuronal apoptosis: signal and cell diversity
SUMMARY

Programmed cell death occurs as a physiological process during development. In the brain and spinal cord this event
determines the number and location of the different cell types. In adulthood, programmed cell death or apoptosis is more
restricted but it may play amajor role in differentacute and chronic pathological entities. However, in contrast to other tissues
where apoptosis has been widely documented from a morphological point of view, in the central nervous system complete
anatomical evidence of apoptosis is scanty. In spite of this there is consensus about the activation of different signal systems
associated to programmed cell death. In the present article we attempt to summarize the main apoptotic pathways so far
identified inthe nervous tissue. Considering that apoptotic pathways are multiple, the neuronal cell types are highly diverse
and specialized and that neuronal response to injury and survival depends upon tissue context, (i.e., preservation of
connectivity, glial integrity and cell matrix, blood supply and trophic factors availability) what is relevant for the apoptotic
process in a sector of the brain may not be important in another.

Keyword: Bcl2; Anoikis; Caspases; Neurodegenerative diseases; Traumatic injury; Ischemia.

La muerte celular programada o apoptosis se pre-
senta a lo largo de la vida del individuo y en todos los
organos. Sinembargo, lamayor cantidad de informacion
sobre los mecanismos apoptéticos se deriva de estudios
en el desarrollo, periodo en el cual, la apoptosis es un
fendmeno natural, indispensable para la organogénesis
y maduracion de los diferentes sistemas?. La resultante
final de la apoptosis del desarrollo es lograr el nimero
«ideal» de células. Este equilibrio en el caso del sistema

nervioso, es fundamental por el acople e interaccion que
debe darse entre los compartimentos vascular, glial y
neuronal. Adicionalmente, la diversidad de fenotipos
neuronales debe mantenerse en equilibrio de tal manera
que el balance inhibicidn-excitacion-modulacion garan-
tice la actividad normal del sistema. En el sistema
nervioso del adulto, pueden inducir apoptosis diversos
factores externos como isquemia, trauma, infecciones,
etc.
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Al contrario de la necrosis, proceso donde hay
deplecién subita de energia con ruptura de lamembrana
celular, lacualimplicaliberacién de enzimas proteoliticas
intracelulares a la matriz y por ende compromiso del
tejido circundante, la apoptosis se caracteriza por la
remocion ordenaday eficiente de células con preserva-
cién de las membranas a lo largo de todo el proceso, el
cual finaliza con la formacion de cuerpos apoptoticos
gue pueden posteriormente ser fagocitados. Durante el
proceso apoptético se debe mantener el suministro
energético. Se acepta que una célula que inicie un
proceso apoptadtico y cuya reserva de energia se agote,
puede desviarse hacia necrosis. En cualquier caso
necrosis y apoptosis se deben considerar como los
extremos de un continuum, que enmarcan una variedad
de fenotipos de muerte?. En el sistema nervioso tanto la
apoptosis como la necrosis pueden coexistir en un
mismo sector, lo cual dificulta determinar el tipo de
muerte. Aunque existenalgunos indicadores moleculares
de apoptosis, el criterio morfoldgico prevalece, inclu-
yendo caracteristicas como condensacion citoplasmatica
y de cromatina, fragmentacion internucleosomal del
ADN, vacuolizacion de lamembrana plasmaética, enco-
gimiento celular y formacidn de cuerpos apoptoticos.

Son diversos los factores que promueven cascadas
apoptéticas; algunos predominan en el desarrollo como
la deprivacion de factores troficos, entre los cuales se
conocen BDNF (factor neurotrofico derivado del encé-
falo), NGF (factor de crecimiento neural), NT4 (neuro-
trofina 4), etc®. Sin embargo, la ausencia o deprivacion
de estos factores se considera que también pueden jugar
un papel importante en enfermedades neurodegene-
rativas como Alzheimer. Los procesos apopto6ticos en
neuronas diferenciadas se pueden activar por eventos
como hipoxia-isquemia, trauma, intoxicacion o infeccio-
nes. Los estimulos precedentes generan apoptosis en el
endoteliovascular, enlascélulasglialesyen lasneuronas
y bajounamismacondicion puede predominar uno u otro
factor o agregarse nuevos, p.e., en el caso de trauma, la
lesidn axonal puede concurrir con procesos excitotoxicos,
inflamatorios y dafio de la matriz extracelular. Por la
diversidad estructural y de la conectividad en un mismo
escenario tisular se presentan multiples alternativas
espaciales y temporales de respuesta a la lesion.

En laactualidad existe abundante informacion rela-
cionada con las cascadas proapoptéticas y antiapop-
toticas. Aunque el panorama no se considera completo
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todavia, es claro que las cascadas de sefalizacion
apoptdtica son multiples e interconectadas al igual que
los estimulos que las desencadenan, lo cual garantiza
que el proceso sea eficiente pero al mismo tiempo
dificulta las posibilidades de intervencidn terapéutica.

A continuacion se revisaran algunas de las vias
apoptdticas identificadas en el sistema nervioso, sefia-
lando que esta informacion se deriva de estudios en
modelos de isquemia, trauma y algunas evidencias en
enfermedades neurodegenerativas.

VIAS INTRINSECA Y EXTRINSECA

Clasicamente se han determinado dos vias apop-
téticas, ambas demostradas en células nerviosas: la via
intrinseca o mitocondrial que como sunombre lo indica
tienecomoeje ladisfuncién mitocondrial y laviaextrin-
seca 0 desencadenada por la activacion de receptores
de muerte localizados en la membrana celular.

Serevisardinicialmente laviaintrinseca. La pérdida
de la homeostasis intracelular manifestada en cambios
enel pH, alteracion del citoesqueleto, incremento en las
concentraciones de calcio, estrés oxidativo, entre otros,
pueden alterar las propiedades de la membrana
mitocondrial con incremento de su permeabilidad y la
consecuente liberacion de tres elementos que pueden
desencadenar cascadas apoptoticas: citocromo C, Smac/
DIABLO (activador secundario mitocondrial de
caspasas/ proteinade uniona I AP -proteinas inhibidoras
de apoptosis- con bajo punto isoeléctrico) y AIF (factor
inductor de apoptosis). La citocromo C es una proteina
que normalmente participa en los procesos de
fosforilacion oxidativa y produccion de ATP, a través
del transporte de electrones en la membrana mitocon-
drial interna. La alteracién de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial por las condiciones sefialadas
antes permite laliberacion de la citocromo C al citoplas-
ma, donde su funcion cambiaradicalmente, interactuando
con el dominio WD40 presente en la proteina Apaf-1y
con la procaspasa 9, conformando con estas dos protei-
nas un complejo denominado apoptosoma®, proceso que
requiere la presencia de ATP y marca el inicio de una
cascada apoptdtica, a través de la activacion de la
caspasa 9. La caspasa 9 que funciona como una
caspasa iniciadora, activa a su vez a las caspasas 3, 6 6
7, que son caspasas efectoras, para que éstas actien
sobre sus blancos. El papel de Smac/DIABLO en la
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mitocondria es poco conocido. Se sabe que una vez
liberado, Smac/DIABLO inhibe a las IAP que a su vez,
en condiciones naturales estan inhibiendo formas pre-
cursoras de caspasas iniciadoras como la 9y ejecutoras
como la 3. La resultante de esta desinhibicion es la
generacion de un ambiente proapoptotico que puede
actuar en paralelo con la ruta desencadenada por la
citocromo C. AlF es una proteina que se ha propuesto
como barredora de radicales libres y participa en reac-
ciones de 6xido reduccion a nivel mitocondrial. Bajo
condiciones de estrés, es liberada desde la mitocondria
y se transfiere al nacleo celular, donde ocasiona frag-
mentacion internucleosomal del ADN®. Debe sefialarse
que esta ruta no requiere de la participacion de las
caspasas tanto iniciadoras como ejecutoras. Esta por
determinarse si las rutas iniciadas por Smac/DIABLO,
AIF o citocromo C coexisten en una misma célula o si
se desencadenan por un mismo estimulo. Esto es funda-
mental porque las estrategias terapéuticas pueden va-
riar considerablemente.

La via extrinseca de la apoptosis requiere de la
estimulacion de receptores de muerte localizados en la
membrana celular. Estos receptores pertenecen a la
superfamiliadel receptor del factor de necrosis tumoral,
cuyos principales miembros son TNFR1 (receptor del
factor de necrosistumoral 1), Fas (conocido como Apo-
1 0 CD95), DR3 (receptor de muerte 3 0 Apo-3), DR4
(receptor de muerte 4), DR5 (también conocido como
Apo-2) y DR, todos hasta el presente demostrados en
células nerviosas.

Cada uno de estos receptores cuenta con uno o
varios ligandos parasu activacion, por ejemplo, Fas L es
el ligando de Fas, el TNF puede activar su respectivo
receptor (TNFR1), el ligando TRAIL (ligando inductor
de apoptosis relacionado con el factor de necrosis
tumoral alfa) puede activar los receptores de muerte 4
y 5, etc.? Las cascadas de la via extrinseca se caracte-
rizan por la activacion de los receptores y la accion de
dominios de muerte intracelulares de los mismos, los
cuales se asocian con proteinas que también cuentan
con dominios de muerte denominadas proteinas
adaptadoras encargadas de reclutar y activar caspasas
iniciadoras, que en este caso corresponden a las caspasas
2,8y 10. A su vez, estas caspasas iniciadoras actuan
sobre caspasas efectoras (3, 6 6 7) y éstas sobre sus
respectivos blancos, principalmente citoesqueleto y
ADN.
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CASPASAS

Existendos familias de proteinas que participanen la
granmayoriade los fendmenos apoptaticos: las caspasas
y las proteinas de la familia Bcl-2. Las caspasas son
proteasas (proteasas aspartato-cisteina dependientes)
gue se sintetizan como proenzimas o formas precurso-
ras llamadas procaspasas, las cuales se activan al
partirlas en los residuos criticos de aspartato. Las
procaspasas contienen un dominio proteasa y un
prodominio NH2 terminal. EI dominio proteasa esta
formado por dos subunidades, una de 20KDa y otra de
10KDa, que se asocian para formar un heterodimero
después del corte. Dos de estos heterodimeros se
asociany forman un tetrdmero que es la forma activa de
las caspasas. Hasta el momento se han identificado 14
miembros de la familia de las caspasas, reconociéndose
tres categorias funcionales: caspasas iniciadoras, efec-
toras e inflamatorias®. Las iniciadoras, como su nombre
lo indica, participan en los pasos iniciales de las casca-
das apoptoticas. En esta categoria se incluyen las
caspasas 2,8y 10 en la via extrinseca y la caspasa 9 en
lavia intrinseca. Se activan por diferentes rutas, p.e., el
complejo citocromo C y Apaf-1 pueden activar la
procaspasa 9. Como ya mencionamos, Smac/DIA-
BLO, puede liberar a las procaspasas de la influencia
inhibidora de las IAP, como XIAP (proteina inhibidora
deapoptosisligadaal X), CIAP1 (proteinainhibidorade
apoptosis celular 1), CIAP2 (proteina inhibidora de
apoptosis celular 2) y NIAP (proteina inhibidora de
apoptosis neuronal), para que sean activadas por auto
catélisis. La caspasa 8 se activa a través de su union con
proteinas adaptadoras que le permiten formar comple-
jos con los receptores de muerte.

Las glias y las neuronas pueden producir citoquinas
proinflamatorias bajo el efecto de las caspasas
inflamatoriascomolal,4,5,11,12,13yla14. Hay que
tener en la cuenta que la activacion de caspasas infla-
matorias de maneraindirecta puede promover laactiva-
cién de rutas de muerte apoptatica. Por ejemplo, el TNF
al ser inducido por caspasas proinflamatorias puede
activar receptores de muerte en células vecinas y
desencadenar apoptosis a través de la ruta extrinseca.
Enel contexto del traumao laisquemia, elementos de la
linea inmune que invaden el tejido nervioso también
producen citoquinas proinflamatorias, amplificando el
dafo. Las caspasas efectoras 3, 6 y 7 son comunes a las
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diferentes rutas apoptdticas, estas actlian directamente
ocasionando dafio sobre sus blancos: citoesqueleto tanto
citoplasmético como nuclear, ADN y proteinas asocia-
das, proteinas del ciclo celular, proteinas de reparacion
y mantenimiento celular y finalmente actuando sobre la
membrana plasmaética y el sistema de endomembranas
generando vacuolizacién. La participacion de las cas-
pasas efectoras en la mayoria de las cascadas de
muerte da cuenta de las caracteristicas morfoldgicas
comunes a los diferentes procesos apoptéticos indepen-
dientemente del estimulo inicial.

FAMILIA BCL-2

Lafamiliade proteinas Bcl-2 incluye tanto miembros
inductores como inhibidores de apoptosis’. Los miem-
bros de esta familia se caracterizan por poseer dominios
homdlogosaBcl-2 (nombre del primer miembro descu-
bierto, de linfoma de células B) conocidos como domi-
nios BH (Bcl-2 homologos), los cuales se enumeran del
1 al 4. Segun la presencia de estos dominios, estas
proteinas se dividen en tres subfamilias: unacon miem-
bros de funcion antiapoptdtica denominada subfamilia
Bcl-2 que incluye a los miembros Bcl-2, Bel-xl, Bel-w,
Mcl-1y Al, todos con los cuatros dominios BH, y dos
subfamilias de miembros proapoptéticos: lasubfamilia
Bax que incluyen a Bax, Bok y Bak con tres dominios
BH y la subfamilia BH3 que incluye a Bim, Bid, Bmf,
Bad, Hrk, PUMA (modulador de apoptosis sobre regu-
lado por p53) y NOXA que como su nombre lo indica
s6lo poseen un dominio BH3.

El mecanismo de accion de estas proteinas no esta
claro, aunque se propone que regulan vias de muerte y
supervivencia al antagonizar sus acciones, formando
heterodimeros. Estas proteinas estan sujetas a diferen-
tes mecanismos de control, como en el caso de Bax y
PUMA, cuyaexpresion puede serinducidapor laaccion
del factor de transcripcion p53. Algunas proteinas de la
familia Bcl-2 como Bmf o Bim se liberan ante lainjuria
desde elementos del citoesqueleto donde normalmente
estan secuestradas® -1°.

Se ha propuesto que una vez se liberan estas protei-
nas de la familia solo BH3, interfieren en los hetero-
dimeros formados en el citoplasma por miembros proy
anti apoptoticos de la familia Bcl2 (p.e., heterodimeros
de Bax y Bcl-2), dejando libres los miembros
proapoptoticos. Hay evidenciade que algunas proteinas
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de la familia Bcl-2 como Bax tienen capacidad de
formacion de poros en las membranas si se encuentran
varias moléculas libres. Dado este hallazgo, se ha
propuesto que laliberacién de las proteinas proapoptéticas
de lafamiliaBcl-2 permitirialaformacion de unporo de
permeabilidad formado por subunidades de Bax en la
membrana mitocondrial con la consecuente liberacion
de proteinas como citocromo C y Smac/DIABLO.

ANOIKIS

Sedenominaanoikisalamuerte celular programada
que se produce por pérdida de contacto o por contacto
inadecuado de la célula con los elementos de la matriz
extracelular. Este tipo de muerte supone la interrupcion
de cascadas de sefializacion de supervivencia, normal-
mente activas en la célula. Estas cascadas son media-
das por proteinas trasmembrana como las integrinas,
que permiten launion de elementos propios de lamatriz
con otros intracelulares como quinasas y proteinas del
citoesqueleto. Algunas quinasas intracelulares que
median supervivencia en este panorama son FAK
(quinasa de adhesion focal), ILK (quinasa ligada a
integrinas) y Shc, que permiten laactivacionde laviade
la PIBK/AKT y de la via de las MAP quinasas. Las
anteriores quinasas también se relacionan con elemen-
tos del citoesqueleto como laactina, lo cual se considera
fundamental para preservar la arquitectura celular. En
el caso de las neuronas, el vinculo entre la matriz, las
integrinasy el citoesqueleto es primordial para garanti-
zar ladisposicion de los procesos dendriticos y espinas,
que a su vez es fundamental para garantizar la
conectividad?. Asimismo, receptores de factores de
crecimiento como receptores para NGF (factor de
crecimiento nervioso), BDNF (factor neurotréfico deri-
vado del encéfalo) y NT4 (neurotrofina 4), EGFR
(receptor del factor de crecimiento endotelial), PDGFR
(receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas)
y el receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1), serelacionanconestas viasatravés de
lamodulacidon de la funcion de las integrinas, sirviendo
como una sefial adicional de supervivencia.

Al estar directa o indirectamente conectados con la
matriz extracelular, los elementos del citoesqueleto
funcionan como sensores del dafio celular o de pérdida
de contacto con elementos de la matriz extracelular o
con otras celulas. Cualquier injuria que ocasione des-
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arreglos de las estructuras de matriz extracelular o
integrinas y que lleve a alteracion de la estructura del
citoesqueleto por la pérdida de la sefializacion previa-
mente mencionada, permite la liberacion de proteinas
proapoptaticas que normalmente estan secuestradas en
el citoesqueleto. Ejemplo de estas proteinas son Bimy
Bmf, las cuales son liberadas ante insultos desde la
cadenaligerade dineinay el complejo motor miosina Vv
actina, respectivamente®. Estas proteinas iniciarian una
cascada que lleva a la activacion de la via apoptotica
mitocondrial o intrinseca, a través de los mecanismos
descritos previamente para los miembros de la familia
proteica solo BH3.

Cabe anotar que la matriz extracelular en el sistema
nervioso no es tan abundante como en otros tejidos; sin
embargo, su presencia es notable en las hendiduras
sinapticas, principalmente constituida por hialuronato,
colagenotipo4, laminina, metaloproteinasas, fibronectina,
etc. Seria importante establecer si alteraciones de la
matriz de las hendiduras sinpticas que pueden estar
asociadas con deaferentacion pueden desencadenar
anoikis en las células postsinapticas. Este fendmeno
podria presentarse en eventos agudos como isquemia,
trauma y en enfermedades neurodegenerativas donde
la disfuncion sindptica puede anteceder la pérdida
neuronal.

APOPTOSIS EN ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

En los Gltimos afios, la investigacion en enfermeda-
des neurodegenerativas se ha orientado hacia estable-
cer los mecanismos de muerte celular, y en especial a
determinar cudl es la contribucion de laapoptosis en las
enfermedades neurodegenerativas como Corea de
Huntington y Alzheimer, que progresan por afos.

Esclerosis lateral amiotrofica.Es una enfermedad
paralizante progresiva y fatal que afecta el sistema
motor voluntario. Patol6gicamente, se caracteriza por
una pérdida de neuronas motoras superiores e inferio-
res. Hay una forma familiar de la enfermedad, la méas
infrecuente, para la cual se han identificado algunos
genes. De estos, el gen mas estudiado es el SOD-1
(superdxido dismutasa 1). Por la funcion de SOD-1
como un barredor de radicales libres, algunos estudios
han propuesto que la neurodegeneracion inducida en
estos casos se deberia a la incapacidad de las células
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parainactivar radicales libres®. No hay consenso sobre
si ladisfuncion de la SOD-1 lleva a muerte apoptdtica,
porque es poco el porcentaje de células que se han
identificado en diferentes estudios con caracteristicas
morfoldgicas propias de procesos apoptéticos. Sin em-
bargo, lafaltade evidenciade figuras apoptoticastipicas
podria obedecer a que latasa de muerte es lenta, aunque
progresiva, lo cual disminuye laposibilidad de encontrar
estados apoptdticos maduros4. La participacién de
caspasas en la esclerosis lateral amiotrofica se refuerza
por estudios en modelos transgénicos de raton que
carecende laSOD-1, donde lautilizacién de inhibidores
irreversibles de caspasas disminuye la muerte celu-
|ar15,16_

Enfermedad de Alzheimer. Muchos estudios han
sugerido que la muerte neuronal en la enfermedad de
Alzheimer incluye fendmenos apoptéticos. Sin embar-
go, en Alzheimer no se han observado las caracteristi-
cas morfologicas finales de los procesos apoptoticos
como condensacion de cromatina, fragmentacién del
ADN y formacion de cuerpos apoptoticos. Raina et
al.l” plantearon que en la enfermedad de Alzheimer
ocurre una pérdida de la eficacia de propagacion del
estimulo apoptotico o apoptosis abortada, mas conocida
como abortosis. Los autores encontraron en cerebros
post-mortem con enfermedad de Alzheimer confirma-
da, unaumento en lamarcacion inmunohistoquimicade
las caspasas iniciadoras 8 y 9, pero no encontraron
diferencias en la marcacién de las caspasas efectoras 3,
6y 7 conrespecto al control. Segun este planteamiento,
la célula lograria evitar la muerte celular y continuaria
viable conciertogrado de disfuncion, lo que dariacuenta
de lacronicidad del proceso y de los hallazgos clinicos.
Como de todas maneras hay pérdida neuronal seria
importante establecer si rutasindependientes de caspasas
como AIF podrian jugar algin papel.

Hasta el presente, se han relacionado tres proteinas
con laformade aparicion tempranade laenfermedad de
Alzheimer: proteina precursora de amieloide (APP),
presenilina 1 (PS-1) y presenilina 2 (PS-2). La APP es
una proteina transmembrana tipo | que se caracteriza
por un dominio amino terminal extracelular largo, una
parte transmembrana y un dominio carboxilo terminal
citoplasmaético corto. Esta proteina es procesada por las
enzimas alfa, beta y gamma secretasas, con la conse-
cuente produccion de segmentos extracelulares y un
dominiointracelular derivado conocidocomo AICD. Se
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ha planteado que el dominio intracelular derivado de la
proteina precursora de amiloide puede participar en
fendmenos apoptoticos a través de su interaccion con
proteinas adaptadoras como Fe65y Tip60, las cuales le
permiten el paso al nucleo, donde la AICD actuaria
sobre p53, promoviendo sus acciones transcripcionales
y proapoptéticas®®, tales como el aumento en la expre-
sionde proteinas como Bax, PUMA, NOXAYy proteinas
delciclocelular; lo altimo es importante en el caso de las
neuronas porque estas células son postmitoticas y la
reentrada en el ciclo celular no las conduciria a mitosis
sino que activaria mecanismos de muerte. Se ha infor-
mado que la inhibicién del procesamiento de APP
mutante por la beta y la gamma secretasas reduce la
activacion transcripcional mediada por p53 y confiere
resistencia a la apoptosis*®.

Otros estudios han mostrado la interaccion de la
AICD con la proteina ligadora de APP-1 (APPBP1),
que promueve la activacion de la via de nedilacion la
cual lleva a la ubiquitinizacién de proteinas hasta su
degradacion®. Se ha propuesto que en las neuronas esta
ruta llevaria a la activacion de proteinas relacionadas
con el ciclo celular, un intento de activacién del mismo,
el cual seria fallido y llevaria a apoptosis.

La alteracion de la homeostasis del calcio ha sido
ampliamente estudiada en procesos agudos como
isquemia y trauma, pero su papel dentro de eventos
neurodegenerativos también se considera importante.
Normalmente, las concentraciones de calcio en el reti-
culo endoplasmico son reguladas a través de la retoma
del ion por la calcio ATPasa endoplasmicay la libera-
ciénporinositol 1,4,5trifosfato; tanto ladisminucion de
la actividad de calcio ATPasa como el aumento de la
liberacion del inositol pueden llevar aapoptosis. Unade
las vias a través de las cuales el calcio puede iniciar la
apoptosis es por la activacion de la caspasa 1221, Esta
caspasa puede activar la caspasa 9, la cual a su vez
activaria la caspasa 3, para que ésta actle sobre el
citoesqueleto y el ADN. La ruta anterior de muerte
mediada por el calcio se daria si los niveles de calcio
procedentes del reticulo se mantienen elevados y cons-
tantes, porque si los niveles de calcio oscilan, por el
contrario se desencadenan cascadas de superviven-
cia??2. Hasta el presente no se sabe si este mecanismo
dual mediado por el calcio procedente del reticulo
ocurre en enfermedades neurodegenerativas.

Endiferentestipos celulares, incluidas las neuronas,
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existe evidencia que indica que el estrés oxidativo
producido por diversas condiciones puede conducir a
apoptosis. En trauma, isquemia y enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer se ha observado
que el aumento en el calcio intracelular estimula la
produccion de especies reactivas de oxigeno a través de
la activacion de las calpainas (proteasas dependientes
de calcio no lisosomales). La calpaina activada por el
influjo de calcio al citoplasma desde el reticulo o desde
el exterior celular puede partir la caspasa 12 y la Bcl-
XL, convirtiéndolas en péptidos toxicos que comprome-
terian la integridad de la membrana mitocondrial y
también causarian estrés reticular. Este fenémeno con-
duce a laacumulacion de proteinas mal plegadas en el
reticulo endopléasmico, que desencadena una respuesta
protectora conocida como la respuesta a proteinas mal
plegadas 0 UPR, con la participacion de chaperonas
moleculares normalmente presentesen el reticulo, como
las proteinas reguladas por glucosa (GRPs) y las peque-
fias proteinas de choque térmico (sHSPs) como la
cristalina alfa B y la HSP27. Esta respuesta puede 0 no
ser suficiente y de esto, en parte, dependeria la viabili-
dad celular y la permanencia en un estado disfuncional
cronico.

Enfermedad de Parkinson. En la enfermedad de
Parkinson hay pérdida selectiva de neuronas dopa-
minérgicas en la sustancia negra pars compacta. Sin
embargo, laetiologia exacta de esta pérdidano es clara.
En afos recientes ha aumentado la evidencia sobre el
papel de la apoptosis en la muerte de células dopa-
minérgicas. El estrés oxidativo generado por los
metabolitos toxicos de la dopamina puede ser uno de
los factores que determinan la vulnerabilidad selectiva
de las neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de
Parkinson, de hecho se ha demostrado que la dopamina
puede inducir apoptosis en modelos in vitro.

En algunos estudios se ha observado muerte de
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales debidaaestrés
oxidativo, y a la activacion tras la aplicacion de 6-
hidroxidopamina,1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidro-
piridina (MPTP) o de su metabolito el MPP+, de la
cascada de laJNK (jun quinasa) y de vias dependientes
de Bax y de Fas?3. Asimismo se ha demostrado sobre-
regulacion del ARN mensajeroy de la proteina Bax, en
la sustancia negra pars compacta de ratones tratados
con MPTP. Lo anterior se refuerza al observar en
ratones mutantes que carecen de Bax una resistencia a
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la apoptosis generada por MPTP?,

Corea de Huntington.Las células méas afectadas
por degeneracion en la enfermedad de Huntington son
las neuronas gabaérgicas espinosas medianas del es-
triado, las cuales se pierden casi en un sutotalidad en los
estadios finales de la enfermedad. Se sabe que la
enfermedad es ocasionada por laelongacion de unacola
de poliglutamina en el ex6n 1 del gen que codifica la
Huntingtina; sin embargo, no se sabe como esta muta-
cion lleva a muerte celular extensa y selectiva de las
neuronas del nicleo caudado. Hay suficiente evidencia
que vincula algunas vias apoptéticas con la proteina
mutada; en estos estudios se ha mostrado que tanto la
forma normal como la mutada de la Huntingtina son
partidas por caspasa 3y calpaina generando productos
o fragmentos resultantes que podrian ser responsables
de la citotoxicidad al acumularse en el nicleo celular?.

ISQUEMIA Y TRAUMA

En los ultimos afios numerosos estudios han mostra-
do evidencia sobre la activacion de cascadas de sefia-
lizacion apoptoticadespués de injuriaal sistemanervio-
so, sobre todo como mecanismo secundario de lesion.
Enmodelosanimalesy en humanos se haobservado que
la mayoria de los procesos apoptéticos activos en el
caso de isquemia pertenecen a las vias clésicas, princi-
palmente laviaintrinseca o mitocondrial, con una parti-
cipacion amplia de la caspasa 3 como elemento
efector?®?’, Los modelos de isquemia moderada o
transitoria (con reperfusion) hacen mas evidente la
participacion de estos procesos apoptoticos que los
modelos de isquemia permanente, donde el tipo de
muerte celular predominante seria la necrosis. En la
lesion isquémica el sitio localizado alrededor del vaso
ocluido se conoce como foco necrético, por el tipo de
muerte celular que lo caracteriza, mientras que la zona
peri-infarto conocida como zona de penumbra, tendria
un mayor aporte de muerte celular programada?®y seria
lazonaque interesariadesde el punto de vistaclinico con
el fin de evitar procesos secundarios degenerativos
responsables de las secuelas neurolégicas.

El aumento en neuronas de la expresion de ciertos
genesrelacionados con laproliferaciony lapresenciade
sus productos proteicos, asi como el posterior desenca-
denamiento de apoptosis en estos mismos tipos celula-
res después de isquemiaha permitido proponer lo que se
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conoce como la reentrada aberrante en el ciclo celular
de las neuronas?®. La pérdida de inhibidores endégenos
de quinasas dependientes de ciclinas (ICDKs) normal-
mente activas en neuronas y el aumento en la expresion
de quinasas dependientes de ciclinas (CDKSs) permite la
entrada de la célula en un ciclo celular que después es
abortado a través de apoptosis, por mecanismos no
claros hasta el momento.

Enlosanalisis de tejido contuso se hainformado que
la apoptosis posterior a injuria puede ser detectada
horas a dias después de la lesion y que esta puede
contribuir a la disfuncion neuroldgica del paciente. La
heterogeneidad intrinseca que supone la lesidn
traumatica, implica un espectro de condiciones celula-
res, que incluye células aparentemente intactas, células
apoptoticas y/o necroticas. Algunos estudios han mos-
trado que la mayor parte de las células apoptéticas en
modelos de trauma craneoencefélico y raquimedular
corresponden a neuronas®%:3t,

En condiciones como contusién cerebral, las zonas
que sufren impacto directo serian anéalogas al foco
necrotico observado en isquemia cerebral, por tanto, en
ambos casos habria compromiso energético, liberacion
de aminodcidos excitatorios y muerte necrética. La
zona de penumbra isquémica seria andloga a la zona
perilesional en trauma craneoencefalico, conalgun gra-
do de circulacion sostenida y actividad metabolica dis-
minuida pero suficiente para mantener lasupervivencia
neuronal. Las zonas exofocales a los puntos de mayor
lesion o de penumbra, podrian comprometerse por
mecanismos de muerte no necesariamente relaciona-
dos con falla energética; factores como axotomia y/o
deaferentacion pueden promover muerte celular pro-
gramada. En un modelo experimental de isquemia por
oclusion de la arteria cerebral media en ratones, se
observo en los animales que sobrevivieron por méas
tiempo, cambios celulares compatibles conapoptosisen
aquellas regiones del tAlamo que se conectan con las
areas corticales sujetas a la isquemia, en este caso,
regiones somatosensoriales®.

Adicionalmente, en nuestro grupo, utilizando dos
marcadores neuronales con sensibilidad para determi-
nar injuria celular (NeuN, antigeno nuclear neuronal y
MAP2, proteina asociada con microttbulos 2), se en-
contrd un espectro de condiciones celulares en el tejido
contuso de corteza cerebral de humano; en un mismo
sector se encontraron células aparentemente normales,
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células con alteracion del citoesqueleto y células con
distribucion anormal de NeuN, acompafiadas o no de
zonas microhemorragicas. Los procesos dendriticos
(marcados con anti-MAP2) en ocasiones aparecian
edematizados y tortuosos, en algunos casos con distor-
sion de las minicolumnas corticales®. Las alteraciones
del citoesqueleto observadas en estudios de trauma
craneoencefalico, darian cuenta de la posible participa-
ciondetipos de muerte comoanoikis ensu fisiopatologia,
debidoalaliberacion de elementos proapoptoticos como
Bim desde estas estructuras y a la pérdida de contacto
adecuado con la matriz extracelular que puede jugar un
papel importante en la lesion traumatica. Asimismo, en
este tejido se observaron células (neuronas, glias,
endotelio) positivas para marcadores inmunohisto-
quimicos de apoptosis, como Bim, Caspasa 3, Bak, Bax,
fragmentacion del ADN (Apoalert) y expresion de
proteinas propias del ciclo celular como ciclina D1
(datos no publicados), siendo muchos de estos hallazgos
analogos a los encontrados en condiciones de isquemia.

Elementos pertenecientesala viaextrinsecao viade
los receptores de muerte han sido ampliamente descri-
tos en trauma craneoencefélico. Algunos ligandos de
muerte como TNF-alfa y FasL se han encontrado
aumentados en el liquido cefalorraquideo después de
trauma craneoencefalico en roedores y humanos®.

Cambios en la expresion génica a través de
microarreglos de ADN también han sido analizados en
el contexto del trauma craneoencefalico, con un aporte
porcentual pequefio a los perfiles generales de expre-
sion de genes relacionados con procesos apoptoticos, o
cual se podria explicar por la participacion aislada de
elementos de muerte celular programada durante la
evoluciéntemporal de lalesiony por labaja probabilidad
de encontrar un panorama apoptético en un momento
dado. Estudios realizados en nuestro grupo evidencian
aumento en la expresion génica de elementos pertene-
cientes a rutas no clésicas de apoptosis en trauma
craneoencefélico en humanos, lo cual podria dar cuenta
de la especializacion tisular y una probable particulari-
dad en la respuesta transcripcional®.

EPILEPSIA
Lamayoriade losestudios evidencian que lanecrosis

es el principal fenotipo morfoldgico de las células que
mueren después de lacrisis convulsivas®®3’. Sinembar-
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go, existenalgunos hallazgos que respaldan la participa-
cién de cascadas de sefializacion apoptdticaen fendme-
nos epilépticos, entre estos se destaca la sobre-regula-
cidnde lacaspasa3enpoblacionescelulares neuronales
yglialesenregiones limbicascomo lacortezaentorrinal,
amigdala e hipocampo después de crisis epilépticas®°
y laactivacion de laproteina p53. Estaproteina fue quiza
el primer elemento relacionado con apoptosis descrito
posterior a crisis convulsivas y seguramente ha sido
también el mas consistente. Se ha demostrado que se
promueve su accion sobre sus genes blanco después de
crisis epiléptica, principalmente sobre la expresion de
Bax, propiciando asi laformacion del poro de transicion
de permeabilidad en la mitocondria y la subsecuente
liberacion de citocromo C y Smac/DIABLO. Se ha
descrito que el uso de inhibidores de p53 protege contra
laexcitotoxicidad por &cido kainico, motivo por el cual se
considera que puede ser el responsable de la iniciacion
de procesos apoptdticos después de crisis epilépticas*.

Se debe considerar que la muerte programada de las
neuronas no sdlo depende del tipo de injuria sino de otros
elementos como el estado metabdlico de lasneuronasenel
momento de la injuria, de si las aferentes a esas neuronas
se comprometen, o de si existe axotomia concomitante. Se
ha demostrado que existe sensibilidad diferencial de las
neuronas a estrés oxidativo luego de comparar tajadas
de cerebelo, de las regiones hipocampales CA1-CA3y de
lacortezacerebral, siendo las células més vulnerable las de
CALly las granulares del cerebelo, y las més tolerantes las
de CA3ylasceélulascorticales. Lavulnerabilidad selectiva
se correlaciond con la expresion génica. Al analizar la
expresion génica se encontrd que las células mas vulnera-
bles tenian méas expresion génica asociada con la res-
puesta al estrés y a la inflamacion y menos asociada con la
reserva energeética y sefializacion*'. En todos los sectores
delsistemanervioso ladiversidad neuronal, sus patrones de
ramificaciony conexionessonamplios, portantoesesperable
encontrar diferentes grados de respuesta a la lesién como
yasemenciond. Estocomplicael escenario paraintervenir.

Debido al creciente conocimiento en cuanto a las
cascadas de sefializacion apoptéticay a lacomprension
de la confluencia y redundancia observada en las mis-
mas, se han identificado una gran cantidad de candida-
tos como agentes terapéuticos para atenuar la muerte
celular programada en diferentes modelos. Sin embar-
go, laheterogeneidad y complejidad intrinseca de estas
rutas supone cierta dificultad en la selectividad de ac-
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ciénde los farmacosy en las consecuencias fisioldgicas
de los mismos. Como el fallo de los mecanismos
apoptaticos es un fendmeno que se da en los crecimien-
tos tumorales, se podria suponer la aparicion de estos
con el uso de sustancias antiapoptoticas, lo cual ha sido
otro punto de discusion para laintervencion terapéutica.
Adicionalmente, se ha observado en estudios con culti-
vosde lineas celulares que el bloqueo de laviaapoptdtica
porinhibicién de la caspasas que fueron activadas por el
receptor de Fas, deriva en muerte necrética por acumu-
lacion de radicales libres®.
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