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PREMIO NOBEL DE FISIOLOGIA Y MEDICINA 2002
APOPTOSIS *

MaRria CASCALES ANGOSTO

El 10 de Diciembre de 2002, la Academia Sueca concedid el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina a Sydney Brenner, John Sulston y Robert Horwitz por «sus
descubrimientos sobre los mecanismos genéticos que controlan el perfecto equilibrio
entre la generacion de tejidos y los procesos de muerte celular programada (apoptosis).
Este complejo ciclo de vida y muerte estd en la base misma de la supervivencia del ser
humano».

Sydney Brenner, nacido en Sudafrica en 1927 y nacionalizado en EEUU, es Pre-
sidente del Instituto de Ciencias Moleculares en Berkeley. Muy joven trabajé con
Francis Crick, uno de los descubridores de la estructura del DNA, y ha determinado
la existencia de la molécula del RNA mensajero en la sintesis de proteinas. El drea que
le ha conducido al Nobel supuso un viraje en su carrera investigadora en los afios 1960.
En este momento inicié sus investigaciones en el Caenorhabditis elegans convirtién-
dolo en un valioso modelo experimental para el andlisis de los procesos biol6gicos. En
1986 publicé un mapa completo del sistema nervioso del C. elegans y Gltimamente ha
identificado y caracterizado una serie de genes implicados en la neurobiologia funcio-
nal del nematodo.

John Sulston, nacido en el Reino Unido en 1942, ha sido responsable del tnico
centro europeo involucrado directamente en el proyecto Genoma Humano, «Sanger
Center». Su participacioén en este Centro estaba avalada por su amplia experiencia en
la secuenciacion del genoma del Caenorhabditis elegans. Sir Sulston recibi6 el Premio
Principe de Asturias en el 2001. El pasado afio estuvo en Espafia presentando su libro
«El hilo comiin. Una Historia de Ciencia, Politica y Genoma Humano» en el que
defiende el uso publico de los datos del genoma. Sir John Sulston ampli6 el trabajo de
Brenner con el C.elegans y desarroll6 técnicas para estudiar las divisiones celulares en
el nematodo, desde el huevo fertilizado hasta el adulto. Este investigador ha demos-
trado que cada nematodo adulto posee exactamente 959 células y el mismo programa
de division y diferenciaciéon. Como resultado de estos hallazgos puso de manifiesto que
las células especificas siempre mueren mediante un programa. Describié las primeras
etapas de la muerte celular y demostré las primeras mutaciones de genes que participan
en la muerte celular programada, incluyendo el gen que codifica una nucleasa que
degrada el DNA en células moribundas

* Conferencia pronunciada en la Real Academia de Doctores de Espafia el 29 de enero de
2003.
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Robert Horvitz, nacido el EEUU en 1947, es catedratico de biologia e inves-
tigador del Instituto de Tecnologia de Massachussets. El y su equipo han descubierto,
en el Caenorhabditis elegans, 15 genes con un papel clave en la muerte celular pro-
gramada, apoptosis. Sus hallazgos en el gusano se han confirmado después en el ser
humano y han dado lugar al descubrimiento de una via genética para la muerte celular
programada, proceso bioldgico activo y natural de la misma categoria que la division
y diferenciacion celular, que existe en todos los organismos y que se encuentra im-
plicada en numerosas enfermedades. En 1986 descubrié los primeros «genes de
muerte», ced-3y ced-4. El ced-3 codifica una caspasa y la accién del ced-3 estd
facilitada por ced-4. También demostré que otro gen, el ced-9, protegia frente a la
apoptosis bloqueando ced-4 y ced-3. Los otros genes descubiertos por este investi-
gador se refieren a sistemas de transduccidén de sefiales y a genes que intervienen
en la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos. El descubrimiento de la homologia entre
los genes del C. elegans y los humanos, ha de permitir comprender enfermedades
humanas basadas en un malfuncionamiento de los procesos que conllevan a la di-
visién y muerte celulares.

El conocimiento de los procesos que conducen a la muerte celular programada esta
siendo muy util para comprender los mecanismos mediante los cuales algunos virus y
bacterias invaden nuestras células. En enfermedades degenerativas, sida, infarto cere-
bral y miocardico, la pérdida celular se debe a una excesiva apoptosis. Otras enferme-
dades, tales como el cédncer, se caracterizan por una disminucién de apoptosis, lo cual
conlleva a la supervivencia inadecuada de células destinadas a morir. Muchas estrate-
gias terapéuticas pueden tener su base en la activacién o en la inhibicién de la apop-
tosis. A partir de ahora serd posible manipular estas vias para que células no deseadas
sean eliminadas del organismo.

Los tres investigadores premiados han utilizado para sus investigaciones un nema-
todo hermafrodita, el Caenorhabditis elegans, gusano que se ha convertido en un
modelo bioldgico para el estudio de los procesos celulares y genéticos que se producen
en la transicion desde el estado embrionario hasta el adulto. Es tal el interés que
despierta este nematodo por el hecho de que los tres investigadores premiados tengan
en comun sus investigaciones sobre este modelo, que algunos se han atrevido a pro-
poner que el verdadero Premio Nobel lo ha recibido el Caenorhabditis elegans.

(POR QUE EL CAENORHABDITIS ELEGANS?

Son varios cientos de cientificos los que se encuentran en la actualidad investigan-
do sobre la biologia del C. elegans. Un consorcio internacional de laboratorios cola-
bora en un proyecto que ha secuenciado los mas de 100 millones de pases de bases del
genoma de este nematodo. ;jPor qué invertir tanto esfuerzo en un organismo tan insig-
nificante?

Este organismo, a pesar de su simplicidad, desarrolla los mismos procesos que un
organismo superior: embriogénesis, desarrollo, funcionamiento del sistema nervioso,
comportamiento y envejecimiento. El C. elegans representa el compromiso perfecto
entre la facilidad de su manejo y la complejidad de las funciones regidas por genes,
que se han conservado a lo largo de la evolucién desde los gusanos hasta los mami-
feros.
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Aunque el C. elegans es un organismo de los mds primitivos, comparte muchas de
las caracteristicas esenciales de la biologia humana. Posee un sistema nervioso con un
«cerebro» (nervio circunfaringeo). Muestra comportamiento y es incluso capaz de un
rudimentario apredizaje. Es hermafrodita, produce esperma y huevos, y se reproduce
por autofertilizacién. Cuando los alelos se vuelven homocigéticos tiene que recurrir al
apareamiento del que surgen un 50% de hermafroditas y un 50% de machos. En cultivo
en el laboratorio, los machos estdn en muy pequefia proporcién (0,5%). Después de la
reproduccién el gusano envejece, pierde vigor y muere. En este insignificante nema-
todo se incluye la mayoria de los misterios fundamentales de la biologia moderna. Su
tamafio es de 1 mm de largo, se manipula facilmente en placas petri y se alimenta de
bacterias. En estado adulto posee 959 células somdticas. Su cuerpo es transparente, por
lo que sus células pueden visualizarse facilmente al microscopio éptico en el nematodo
vivo. Su promedio vital es de 2 a 3 semanas.

El ciclo de vida del C. elegans se compone de dos fases principales: desarrollo
embrionario y post embrionario. 14 horas después de la fertilizacidn, el huevo se abre
y procede el desarrollo con cuatro estados larvarios separados por mudas. En la tran-
sicién al estado adulto ha de perder por apoptosis 131 células

En Noviembre de 2002 se consigui6 la secuenciacién completa del genoma del C.
elegans. Las 100.258.171 pares de bases se encuentran presentes en seis segmentos
contiguos que corresponden a seis cromosomas nucleares. Cinco de ellos autosémicos
y el sexto es XX en el hermafrodita y XO en el macho. Este impresionante trabajo ha
sido realizado por el consorcio secuenciador del genoma del C.elegans en el Welcome
Trust Sanger Institute y en el Centro Secuenciador del Genoma de la Universidad de
Washington

En 1982 tuvo lugar un descubrimiento que abri6 las puertas al estudio profundo de
las bases moleculares y genéticas del proceso de apoptosis. Horvitz publicé los estu-
dios genéticos realizados sobre el nematodo Caenorhabditis elegans en los que se
describieron los genes encargados del control y la ejecucion de la apoptosis. Gracias

Caenorhabditis elegans

Figura 1. El nematodo Caenorhabditis elegans. En la parte superior el gusano hermafro-
dita y en la parte inferior el macho.
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a la homologia existente entre los genes del nematodo y los de los organismos supe-
riores, la apoptosis en el C. elegans ha sido tomada como referencia de este proceso
en todos los sistemas y esto ha permitido identificar una parte importante de la red de
mecanismos que lo controlan. Los genes que intervienen en la apoptosis muestran un
grado elevado de conservacidén, desde los nematodos a los vertebrados, lo que sugiere
que este proceso debid surgir cuando aparecieron los organismos pluricelulares.

En el Caenorhabditis elegans, se han identificado un ndimero de genes de muerte
celular: ced-3, ced-4 'y ced-9. CED-3, el producto del gen ced-3, se requiere para la
muerte celular programada y es homdlogo del ICE (interleukin-1f3-converting enzy-
me) de mamiferos. Esto ha llevado al descubrimiento de una gran familia de pro-
teasas similares a ICE que se han redenominado caspasas (cisteinil proteasas espe-
cificas de aspartato). Los correspondientes productos de los genes ced-4y ced-9 en
mamiferos son el factor Apaf-1 (factor 1 activador de las proteasas) y la familia de
las proteinas Bcl-2, respectivamente. EGLI, es la proteina codificada por el gen egl-
1, el primer gen descubierto del sistema de la muerte celular programada, que supone
una mutacién de ganancia de funcién, que causa la muerte no programada de dos
neuronas que inervan la vulva, produciendo un defecto en la puesta de huevos (egg
laying defective) (Figura 2).

APOPTOSIS. INTRODUCCION

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso celular fundamental y
esencial para el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos.
Su mision es eliminar las células superfluas, dafiadas, infectadas o transformadas. Esta
forma de muerte celular se realiza mediante la activacién de un programa intrinseco y
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membrana
I EGL-1 l _l I GEIHI intracelular

- plasmatica

I_ _ membrana

i

| FADD

APOPTOSIS APOPTOSIS APOPTOSIS

Figura 2. CED-3 y CED-4 se requieren para la apoptosis y CED-9 actiia previniendo la
activacion de CED-3 y CED-4 en el nematodo. Los productos correspondientes a CED-3 y
CED-9 en mamiferos son la caspasa y la BCL-2, respectivamente. La identificacion de un
factor activador de las proteinas apoptoticas Apaf-1 como el homdlogo en mamiferos de CED-
4 ha sido definitiva para demostrar la conservacion evolutiva del programa de muerte celular.
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se caracteriza por mantener intactas las membranas celulares, permitiendo asi su eli-
minacién por fagocitosis. Las células que sufren apoptosis exhiben una morfologia
caracteristica que incluye una serie de fenémenos: condensacién citoplasmatica y
nuclear, rotura especifica de proteinas celulares, fragmentacién de la célula en cuerpos
apoptoéticos, y rotura endolitica del DNA en fragmentos oligonucleosémicos. Los cuer-
pos apoptdticos son fagocitados por macréfagos o incluso por células vecinas. Las
sefiales que desencadenan la apoptosis incluyen, dafio celular causado por radiaciones
ionizantes, infeccidn virica o sefiales extracelulares. En el programa de suicidio celular
interviene la transcripcion de genes especificos y su traduccion, lo cual permite supri-
mir tal suicidio inhibiendo tanto la transcripcién como la traduccién. Estos hechos
demuestran que la muerte celular programada o apoptosis estd mediada por mecanis-
mos celulares intrinsecos.

La serie de acontecimientos que se verifican en la apoptosis se encuentran ge-
néticamente programados en la célula y suponen una cascada de cambios morfold-
gicos y bioquimicos, dependientes de energia, que conducen a su muerte y elimina-
cién

En la ejecucion de la apoptosis pueden distinguirse cuatro fases: decision si una
célula ha de morir; muerte; fagocitosis de los cuerpos apoptéticos por los macréfagos
y degradacién de los cuerpos fagocitados.

NECROSIS Y APOPTOSIS

A nivel celular existen dos formas de morir: necrosis o apoptosis. Por necrosis las
células mueren accidentalmente cuando se lesionan por agresién mecdnica o tdxica.
Por apoptosis las células mueren cuando son inducidas a suicidarse

En la necrosis se detectan una serie de cambios caracteristicos (Figura 3):

¢ las células y sus orgdnulos se hinchan, porque se altera la capacidad de la mem-
brana plasmadtica para controlar el paso de iones y agua;

e las células se rompen y su contenido se vierte al espacio intercelular;

 se origina inflamacién de los tejidos adyacentes.

La apoptosis o suicidio celular presenta las caracteristicas siguientes (Figura 3):
¢ las células reducen su tamafio,

* sus mitocondrias se abren y dejan salir el citocromo c;

* en la superficie celular aparecen una especie de vejigas;

* en el nicleo se degrada la cromatina (DNA y proteinas);

e las células se rompen en fragmentos rodeados de membrana, denominados cuer-
pos apoptéticos;
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* la fosfatidil serina, fosfolipido que se encuentra en la cara interna de la membra-
na, se expone en la superficie;

* la fosfatidil serina se une a receptores de las células fagociticas (macréfagos y
células dendriticas) que fagocitan los cuerpos apoptéticos;

* las células fagociticas segregan citoquinas que inhiben la inflamacién

En la apoptosis, los acontecimientos suceden de manera tan ordenada, que este
suicidio celular se denomina muerte celular programada. En €l pueden diferenciarse
varias fases:

Fase efectora, adopcion sin retorno del compromiso hacia la muerte. Se caracte-
riza por el aumento en el Ca™" intracelular, que origina la activacion de ciertos enzimas
(endonucleasas y proteasas-caspasas), junto con cambios en el citoesqueleto que pro-
ducen alteraciones en el tamafio y forma celular.

Fase degradativa, se degradan las proteinas y los dcidos nucleicos y hay cambios
en la membrana celular. Los cuerpos apoptéticos son fagocitados por macréfagos, lo
que impide la salida del contenido celular y la inflamacién. En esta fase las endonu-
cleasas se encargan de fragmentar el DNA, las caspasas degradan las proteinas, se
producen marcados cambios en el citoesqueleto, y se condensa la cromatina.

Fase de eliminacion, los macréfagos fagocitan los cuerpos apoptéticos, atraidos
por ligandos especificos, la fosfatidilserina, presentes en la superficie de las células
apoptdticas.

NECROSIS

camblos mitscondriales Feluirm da e brana

Morfologia mitocendrial
intacta

e 'B
*
o
2l
Cambios nucleans Cuerpos apoplaticos
Condensacion Necrosis secundaria

Ficura 3. Diferencia entre necrosis y apoptosis.
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Existen dos razones que justifican que las células mueran por apoptosis: la elimi-
nacion de células en exceso y la eliminacién de células que representan un peligro para
la integridad del organismo

Ejemplos de eliminacién de células en exceso:
* la reabsorcién de la cola de los renacuajos,

* la eliminacién de las membranas interdigitales en la formacion de los dedos en
el feto,

* la pérdida por apoptosis de 131 células para alcanzar el C. elegans el estado
adulto

¢ la eliminacion del endometrio al iniciarse la menstruacion,

* la formacidén de las sinapsis entre neuronas en cerebro requiere que se aliminen
por apoptosis una serie de células.

Ejemplos de eliminacién de células que representan un peligro para el organismo
* Las células infectadas con virus. Son destruidas por los linfocitos T citotéxicos.

* Las células del sistema inmune. Después de la respuesta inmune, las células
efectoras han de ser eliminadas para prevenir que ataquen a los constituyentes
propios del organismo. Los linfocitos T citotéxicos inducen la apoptosis en cada
una de las distintas células del sistema inmune e incluso en ellas mismas. Cual-
quier defecto en la maquinaria apoptdtica de estas células inmunes, se encuentra
asociado con enfermedades autoinmunes tales como el lupus eritematosus o la
artritis reumatoide.

e Las células con el DNA lesionado. La lesién en su genoma hace que las células
puedan llegar a desarrollar cdncer. Las células responden a la lesién al DNA
incrementando la produccién de p53, un poderoso inductor de la apoptosis. Las
mutaciones en p53 producen una proteina defectiva que a menudo se detecta en
células cancerosas.

* Las células cancerosas. La radioterapia y la quimioterapia inducen la apoptosis
en algunos tipos de cdncer.

e Las células que han sufrido agresion toxica. (Figura 4)

INDUCCION DE LA APOPTOSIS

Para que una célula sea inducida a la apoptosis se necesita que dicha célula deje
de recibir sefiales de supervivencia y comience a recibir sefiales de muerte. Las sefiales
de supervivencia son necesarias para que las células se mantengan vivas. Estas sefiales
han de ser continuas y proceden de otras células. Entre estas sefiales de supervivencia
se encuentran los factores del crecimiento y las hormonas. En ciertos tipos de células
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FiGura 4. Hepatocitos en cultivo incubados en presencia de cocaina 1 mM. Se observa la
fragmentacion tipica de la apoptosis. Hoechst 33258. (Zaragoza et al 2000).

hematopoyéticas, el crecimiento y la supervivencia depende del la presencia continua
de factores del crecimiento (CSF, factores estimuladores de colonias), y la eliminacién
de ellos no conduce a la parada del crecimiento, sino que conduce irremediablemente
a la apoptosis.

Las sefiales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas: elevados
niveles de oxidantes en el interior de la célula; lesion del DNA, luz ultravioleta,
radiaciones ionizantes, firmacos quimioterapéuticos; moléculas que se unen a recepto-
res de membrana especificos y transmiten sefiales que desencadenan el programa apop-
totico, etc. Entre los activadores de muerte se encuentran el TNFo, que se une al
receptor TNFR, el ligando Fas (FasL) que se une al receptor Fas o CD95, etc.

En la apoptosis intervienen dos clases de proteasas: las caspasas iniciadoras y las
caspasas efectoras. Las caspasas, verdaderas guillotinas moleculares, son cisteina pro-
teasas que se expresan como zimdgenos inactivos y que se procesan a estado activo por
proteolisis. Las caspasas iniciadoras se activan por autoproteolisis después de un esti-
mulo apoptdtico. Las caspasas efectoras o ejecutoras se activan por las caspasas ini-
ciadoras en una cascada amplificadora. La activacion de las caspasas es una etapa
crucial para la activaciéon de la apoptosis cualquiera que sea el estimulo. Son las
verdaderas ejecutoras de la apoptosis y presentan las caracteristicas siguientes:

1. son cisteina proteasas especificas de aspartato. Tienen cisteina como grupo nu-

cleofilico para la rotura del sustrato y tienen un requerimiento especifico por el
residuo aspartato (D) de sus sustratos que los rompen en los enlaces D-X;
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2. son sintetizadas como procaspasas y adquieren su actividad por proteolisis;
3. efectdan la proteolisis en sustratos especificos, proceso que es irreversible;

4. las caspasas y sus inhibidores coexisten en las células normales, lo cual pre-
viene de una activacion accidental que supondria una muerte innecesaria de
células normales.

Las procaspasas (30-50kD) contienen tres dominios: un prodominio N-terminal,
una subunidad larga (p20) y una subunidad corta (p10). Hasta la fecha se han identi-
ficado 14 caspasas de mamiferos. En base a la similitud de la secuencia entre los
dominios de las subunidades, estas caspasas se dividen en tres grupos: El grupo infla-
matorio que comprende a las caspasas -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14; el grupo iniciador
de la apoptosis que incluye las caspasas -2, -8, -9, -10; y el grupo efector o ejecutor
de la apoptosis que incluye a las restantes (-3, -7).

Las caspasas inflamatorias y las iniciadoras poseen prodominios largos, excepto
para la 14 que no lo tiene o lo tiene muy corto. El prodominio largo contiene el
dominio efector de muerte (DED) o el dominio de reclutamiento de las caspasas
(CARD). DED y CARD se parecen al dominio de muerte (DD); y los tres pertenecen
a la superfamilia de los dominios de muerte. Estos dominios median las interacciones
proteina-proteina entre las procaspasas y sus adaptadores y juegan importantes papeles
en la activacién de las procaspasas. Por el contrario, los prodominios cortos de las
caspasas ejecutoras no es probable que puedan mediar interacciones entre proteinas.

Se conoce la estructura tridimensional de las caspasas -1, -3, y —8: se componen de
dos heterodimeros (p10 -p20) que se unen para formar un tetramero dispuesto en direc-
cién opuesta, con las dos subunidades cortas adyacentes rodeadas por las dos subunida-
des largas. Cada heterodimero contiene un sitio activo al que contribuyen las dos subuni-
dades con residuos necesarios para la unién al sustrato y la catélisis (Figura 5).

Pro-caspasa inactiva

pradominia

Sitios cataliticos

Caspasa activa

FiGura 5. La procaspasa contiene tres dominios: un prodominio, una subunidad larga y una
subunidad corta. La procaspasa es inactiva y una vez que sufre dos roturas proteoliticas se
separan las tres subunidades. La subunidad larga y la corta se unen para formar un hetero-
dimero por union de sus sitios activos. La union de dos heterodimeros se verifica en direccion
opuesta con dos subunidades pequerias adyacentes rodeadas por las subunidades grandes.
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La capacidad proteolitica de las caspasas activas conduce a la degradacién de una
serie de proteinas y lleva consigo las misiones siguientes:

e cortar contactos con células vecinas,

* reorganizar el citoesqueleto,

e activar las endonucleasas (fragmentacién del DNA),
e desmantelar las laminas nucleares (condensacién),
 expresar sefiales de fagocitosis (fosfatidilserina),

e activar proteinas especificas para preparar a la célula para el cese de las funcio-
nes metabodlicas.

En general, son dos las vias que conducen a la activacién de las caspasas. Una es
la mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie celular; y la otra es
la mediada por estrés celular o por lesion en el DNA. Estas dos vias, también deno-
minadas extrinseca e intrinseca, respectivamente, pueden solaparse, aunque, la trans-
duccién de sefiales es diferente. La via intrinseca, requiere la disrupciéon de la mem-
brana mitocondrial y la liberacién de proteinas tales como citocromo ¢ y smac/diablo.
El citocromo ¢ funciona uniéndose a Apaf-1 (factor activador de la proteasa apopto-
tica), para inducir la activacion de la caspasa-9 y con ello la cascada de las caspasas.
Smac/diablo se une y antagoniza al inhibidor de las proteinas apoptéticas (IAP). La
permeabilizacién de la membrana mitocondrial se regula por las acciones opuestas de
los miembros de la familia Bcl-2. Las proteinas multidominios proapoptéticas, de la
familia Bcl-2, Bax y Bak, pueden activarse directamente por interaccién con la protei-
na Bid que posee solo el dominio BH3. Alternativamente, la unién de otras proteinas
apoptéticas, solo BH3, como Noxa, Puma, Bad y Bim a las antiapoptéticas Bcl2 y
BclXL, origina la inactivacion de Bax y Bak. La liberacién regulada de factores pro-
apoptdticos de la mitocondria causa la induccién de las caspasas iniciadoras y efectoras
o ejecutoras y una pérdida del potencial de membrana mitocondrial.

La via extrinseca se inicia por unién de un ligando con su receptor transmembrana
(FAS, TNFR, TRAIL, etc), para activar a las caspasas iniciadoras (caspasas-8 y —10),
que a su vez, activan por proteolisis a las ejecutoras o efectoras, las caspasas-3 y —7.
Esta via puede estar regulada por diferentes factores, entre ellos el inhibidor de las
proteinas apoptéticas (IAP) que afecta a las iniciadoras y a las ejecutoras.

APOPTOSIS DESENCADENADA POR SENALES INTERNAS:
VIA INTRINSECA O MITOCONDRIAL

La apoptosis inducida por seiiales intrinsecas o la inducida por estrés, se inicia en
la mitochondria con la salida del citocromo c. Los mecanismos de lesiéon mitocondrial
en respuesta a diferentes situaciones de estrés es un tema debatido. Sin embargo, la
activacién de Bax, mediada por p53, parece que estd ganando adeptos, y puede servir
como paradigma para explicar la alteracién mitocondrial activada por estrés. Bax se ha
demostrado que se asocia con el complejo de poro mitocondrial de permeabilidad
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transitoria (MPTPC), que se forma por el transportador de adenin nucleétido (ANT),
el canal aniénico mitocondrial dependiente de voltaje (VACN) y la ciclofilina D. El
poro MPTPC participa en la regulacién del calcio, el pH, el potencial de la membrana
(AY,), y el volumen mitocondrial y funciona como un canal aniénico. Se ha demos-
trado que la proteina proapoptética Bax puede inducir la apertura del poro al formar
un complejo con ANT que se localiza en la membrana interna mitocondrial. La aper-
tura del poro trae consigo un descenso en AWy la salida de factores apoptéticos entre
los que se incluye:

1. el citocromo ¢, que desencadena la activacién de las caspasas,

2. el smac/diablo, que bloquea la accién de las proteinas inactivadoras de la
apoptosis (IAP),

3. el factor inductor de la apoptosis (AIF) que estimula la apoptosis a nivel
nuclear independientemente de las caspasas.

La incorporacién del citocromo c al citosol desencadena la apoptosis via caspasa-
9 y Apaf-1. Sin embargo, se han descrito varios modelos alternativos para explicar la
apoptosis mitocondrial. Por ejemplo, se ha demostrado que la salida del citocromo ¢
puede ocurrir en momentos previos a la apertura del poro de permeabilidad transitoria
y a la pérdida del potencial de membrana, y que Bax puede promover esta salida sin
implicar al poro.

En una célula sana la membrana externa de la mitocondria expresa la proteina Bcl-
2 en su superficie. Bcl-2 se une a una molécula de proteina denominada Apaf-1 (factor
activador de las proteasas apoptogénicas). De esta manera Apaf-1 se mantiene en
forma inactiva. Cualquier alteracién del equilibrio interno de la célula, por ejemplo
elevacién de las especies reactivas de oxigeno, causa la salida del citocromo c. A su
vez Bcl-2 deja libre a Apaf-1 que se une al citocromo ¢

mitocondria

Ficura 6. Salida del citocromo ¢ de la mitochondria por apertura del poro de permeabilidad
transitoria.
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Dentro de la mitocondria, inserto en la cadena de transporte electrénico, el citocro-
mo c funciona en un proceso que genera la energia necesaria para la vida de la célula.
Sin embargo, fuera de la mitocondria en el citosol el mismo citocromo c es un acti-
vador de muerte. El objetivo citosélico del citocromo c es el homélogo del CED-4, el
Apaf-1 (Figura 7).

El citocromo ¢ en el citosol se une al terminal C del Apaf-1 en la regién que
contiene multiples motivos WD-40. Esta unién facilita la insercién de dATP a la
molécula Apaf, la molécula se abre y expone la superficie de oligomerizacién. Apaf-
1 oligomeriza lo cual va acompafiado por un reclutamiento simultdneo de procaspasa-
9 al motivo CARD del terminal N de Apaf-1. Parece ser que la activacién de la
caspasa-9 dentro del complejo apoptosoma se consigue mediante proteolisis autocata-
litica.

Estudios de filtracion sobre gel revelan que el Apaf-1 se incorpora a un complejo
de elevado peso molecular después de activarse mediante la adicién del citocromo ¢
y dATP a su molécula. El Apaf-1 monomérico tiene un peso molecular de 130 kD. No
estd atn claro el nimero de mondémeros Apaf-1 que oligomeriza. En la figura se
muestra un heptdmero. Se sabe que la relacion entre las moléculas de procaspasa-9 y
Apaf-1 es de 1:1, pero se desconoce la relacion entre el Apaf-1 y el citocromo c.

Se sugiere que Apaf-1 es un regulador alostérico de la caspasa-9, ya que uno y otra
funcionan como subunidades de un holoenzima, el apoptosoma, en el que la capacidad
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Apaf1
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+ dATP
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Ficura 7.  Formacion del apoptosoma. El Apaf-1, factor activador de proteasas apoptoticas,
posee tres dominios: dominio CARD o de reclutamiento de caspasas, dominio de union a dATP
y dominio Y de repeticiones WD-40. En condiciones normales se encuentra en el citosol en
forma inerte. Una vez recibidas por la célula las seiiales de muerte, el citocromo c sale de la
mitocondria. Al unirse citocromo ¢ 'y dATP a la molécula de Apaf-1, ésta se activa y se abre
dejando al exterior la superficie de oligomerizacion. Varias unidades Apaf-1 se unen formando
el apoptosoma. En esta figura son siete moléculas de Apaf-1 que se han unido dejando la zona
CARD en el centro que es donde va a unirse el prodominio N-terminal de las procaspasas-9.
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de las moléculas de Apaf-1 limita la actividad proteolitica de la caspasa-9. La procas-
pasa-9 sufre una autoproteolisis, se vuelve activa y activa, a su vez, a otras caspasas.
La activacién secuencial de una caspasa por otra, crea una cascada expansiva de ac-
tividad proteolitica, que conlleva la digestién de proteinas estructurales en el citoplas-
ma, la degradacion del DNA cromosémico y la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos.

APOPTOSIS DESENCADENADA POR SENALES EXTERNAS:
VIA EXTRINSECA MEDIADA POR RECEPTOR

Después de la activacidon de un receptor de los denominados de muerte, la proteina
adaptadora FADD media la inmediata activacion de la caspasa-8 (caspasa iniciadora).
La caspasa-8 una vez activa, desencadena su vez, la activacién de otras caspasas, entre
las que se incluye la caspasa-3 (caspasa ejecutora). Sin embargo, paralelamente, la
caspasa-8 puede activar la via apoptdtica intrinseca al activar la proteina Bid, la cual
puede promover la salida del citocromo ¢ de la mitocondria y activar la caspasa-9. Al
igual que la caspasa-8, la caspasa-9 iniciadora activa a las caspasas ejecutoras.

Los receptores de muerte mds conocidos son el Fas y el TNFR1 (receptor TNF).
Son proteinas transmembrana con sus dominios receptores expuestos en la superficie
de la célula (Figura 8). La unién de un activador complementario o ligando, FasL y
TNF (factor de necrosis tumoral), respectivamente, transmite una sefial al citoplasma
que conduce a la activacion de la caspasa-8. La caspasa-8 al igual que la caspasa-9
inicia una cascada amplificadora de activacién que conduce al desmantelamiento ce-
lular, a la formacién de cuerpos apoptdticos y a la fagocitosis de la célula.
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Fiura 8. Seiializacion de la apoptosis por el receptor TNFRI.
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Son estos, por tanto, receptores de la superficie celular que transmiten las sefiales
apoptéticas que se inician por unién del ligando especifico. Estos receptores juegan un
papel importante en la apoptosis ya que pueden activar la cascada de caspasas en pocos
segundos después de la unién de ligando y receptor. Los receptores de muerte perte-
necientes a la superfamilia de los factores de necrosis tumoral (TNF) poseen general-
mente otras funciones ademads de la de ser apoptogénicos. Los mejores caracterizados
son el FAS o CD95, el TNFR-1 y los TRAIL DR4 y DR5

El factor TNF se produce por las células T y por los macréfagos activos en res-
puesta a la infeccion. La unién del TNF al TNFRI1 ejerce diversos efectos (Figura 8).
El efecto sefializador conduce a la activacidn de los factores de transcripcion NFxB y
AP-1 lo que conlleva a la induccién de una serie de genes proinflamatorios e inmu-
nomoduladores. En algunas células, sin embargo, el TNF puede inducir la apoptosis.

La unién de TNFa. a su receptor TNFR1 origina la trimerizacién del receptor y el
agrupamiento de dominios de muerte intracelulares. Esto permite la unién de un adap-
tador intracelular denominado TRADD o dominio de muerte asociado al TNFR, via
interacciones entre los dominios de muerte. El dominio TRADD posee la capacidad de
reclutar una serie de proteinas diferentes en el receptor activo. La unién de TRAF2 o
factor asociado al TNF origina la activacién de la via NFxB y JNK/Apl. El dominio
TRADD puede también asociarse con FADD y de esta manera se induce la apoptosis
mediante el reclutamiento y rotura de la pro-caspasa-8.

Cuando las cé€lulas T citotéxicas reconocen la célula objetivo (infectada), producen
el ligando Fas (FasL) en su superficie. Este ligando se une al receptor Fas en la
superficie de la célula infectada, conduciéndola a la muerte por apoptosis. Las etapas
tempranas en la apoptosis son reversibles. En algunos casos, la destruccién final de la
célula solo puede ser garantizada después de su fagocitosis (Figura 9).

La sefalizacién por el receptor Fas se verifica en estos tres casos:

* muerte de las células infectadas mediada por células T citotéxicas;

e delecion de células T activas al final de la respuesta inmune y

e destruccién de células inflamatorias e inmunes en sitios inmunes privilegiados.

La activacién de la apoptosis a través de la sefializacién por FasL se verifica de
manera similar a la del TNF. El ligando Fas (FasL) es un trimero que en asociacién
con el receptor Fas promueve su trimerizacion que, a su vez, origina un agrupamiento
intracelular de partes del receptor denominadas dominios de muerte (DD, death do-
mains. Esto permite que una proteina adaptadora FADD (Fas-associated death domain)
se asocie con el receptor mediante una interaccion entre dominios de muerte homolo-
gos sobre el receptor y sobre FADD. Ademads de contener un DD, FADD contiene un
dominio efector de muerte (DED, death effector domain). Este permite la union de la
procaspasa-8. La pro-caspasa-8 se asocia al DED de FADD y se rompe para producir
la caspasa-8 activa.
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Ficura 9. Via utilizada por las células T citotoxicas para inducir la apoptosis en células
infectadas.

FACTOR INDUCTOR DE LA APOPTOSIS (AIF)

Se ha clonado una molécula nueva asociada con la apoptosis denominada factor
inductor de la apoptosis (AIF). Al igual que el citocromo c, AIF se localiza en la
mitocondria y sale de ella en respuesta a un estimulo de muerte. Se ha demostrado que
la inactivacion genética de AIF vuelve a las células embrionarias resistentes a la muerte
celular inducida por privacién de suero (factores de supervivencia). Ademas, el AIF es
esencial para la apoptosis en la morfogénesis del ratén. La muerte celular dependiente
del AIF muestra caracteristicas tipicas de la apoptosis y puede ser desacoplada gené-
ticamente de la expresion de Apafl y caspasa-9.

El AIF es una proteina que reside normalmente en el espacio intermembranal de
la mitochondria. Este factor de 57 kD, posee una secuencia de aminodcidos que pre-
senta homologia con la ferredoxina bacteriana y con las NADH-oxidoreductasas. Pro-
cede de un propeptido de 67 kD que contiene una secuencia de localizacién mitocon-
drial entre sus 120 primeros aminodcidos. El AIF maduro contiene un MLS putativo
(secuencia de localizacién mitocondrial). Cuando la célula recibe una sefial o mediante
la induccién de la apoptosis con estaurosporina, el AIF sale de la mitochondria, del
mismo modo que el citocromo ¢, y se dirige al nidcleo; alli se une al DNA y desen-
cadena la destruccion del DNA y la muerte celular. En nticleos aislados, el AIF recom-
binante induce la condensacién de cromatina y la fragmentacién del DNA en fragmen-
tos de 50 kb, pero no induce la rotura oligonucleosémica
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EFECTOS NUCLEARES

La degradacién del DNA cromosémico en fragmentos oligonucleosdmicos es una
de las caracteristicas de la apoptosis. La fragmentacién del DNA en células apoptéticas
fue descrita por Willie en 1980. Estimulos apoptéticos como el etopdsido, radiaciones
UV o gamma, inducen la fragmentacién del DNA que puede detectarse por electrofore-
sis de gel de agarosa y observar las repeticiones de 200 kb en forma escalonada, que
corresponden a las proteinas de las histonas en los cromosomas. Como las roturas en
la doble cadena de DNA, aunque sean pocas, incapacita a la célula a sufrir mitosis, la
fragmentacion del DNA puede considerarse como una definicién de muerte por apop-
tosis. Sin embargo, en algunos sistemas apoptéticos inducidos por Fas, se ha observado
que las células enucleadas artificialmente pueden morir por apoptosis, lo que demues-
tra que el nicleo y la cromatina no son siempre necesarios.

La degradacién oligonucleosémica del DNA en el nticleo de células apoptéticas se
consigue mediante la accidn de caspasas activas. El proceso de fragmentacién lo rea-
liza una DNasa activada por caspasa, denominada CAD. Cuando CAD se sintetiza,
ICAD se une a la cadena naciente de CAD para permitir su correcto plegamiento.
ICAD permanece formando complejo con CAD, lo cual inhibe la actividad DNasa de
CAD y enmascara su sefial de localizacién nuclear manteniendo a CAD en el citoplas-
ma. Por tanto, en condiciones normales CAD existe como complejo inactivo formando
complejo con ICAD (inhibidor de CAD). Cuando el estimulo apoptdtico activa las
caspasas, incluyendo a la caspasa-3, se rompe la unién ICAD/CAD, y una vez que
CAD queda libre puede entrar en el nicleo y actuar como Dnasa con una elevada
actividad especifica, comparable o mayor que la Dnasa I o DNasa II, y degrada rapi-
damente al DNA cromosdmico. ICAD no es un inhibidor, mas bien es una carabina
molecular, porque CAD solo se expresa en presencia de ICAD (Figura 10).

Otros procesos se asocian con la CAD para acelerar la apoptosis. Por ejemplo.
* la inactivacién de enzimas implicadas en la reparaciéon del DNA,

* la inactivacién de enzimas implicadas en la replicacion del DNA, y

e la rotura de proteinas nucleares estructurales.

El enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa o PARP, fue la primera proteina identifi-
cada como sustrato de las caspasas. PARP estd implicada en la reparacién del DNA
dafiado, y funciona sintetizando la poli(ADP-ribosa), que se une a las cadenas rotas de
DNA y modifica a las proteinas nucleares. Esta capacidad de la PARP de reparar las
lesiones del DNA desaparece por efecto de las caspasas.

La DNA topoisomerasa II es un enzima nuclear esencial para la replicacién y
reparacion del DNA. Las caspasas inactivan este enzima y conducen a la lesién del
DNA.

Las laminas son proteinas intranucleares que mantienen la forma del nicleo y
median interacciones entre la cromatina y la membrana nuclear. La degradacion de las
laminas por la caspasa-6 origina la condensacién de la cromatina y la fragmentacion
nuclear, normalmente observada en células apoptdticas.
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Fiura 10. Degradacion del DNA catalizada por la CAD.

ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LA APOPTOSIS

Siendo la apoptosis un proceso activo y estrictamente regulado, existen diversos
activadores (citocromo c, smac/diablo, AIF, BIR3) e inhibidores (IAP, Hsp, Bcl-2,
BcIXL, etc). La apoptosis puede ser bloqueada por inhibidores de la sintesis de RNA
y proteinas, lo que demuestra que, para su iniciacién y progresion, son necesarias una
serie de protefnas

La activacion del apoptosoma se encuentra estrechamente controlada por proteinas
de la familia Bcl-2 asociadas a la mitocondria, algunas de las cuales son apoptdticas
y otras antiapoptdticas. Las células estdn protegidas frente a los factores antiapoptoti-
cos de la familia Bcl-2 (relacionados con CED-9), los cuales limitan el reclutamiento
de los componentes del apoptosoma. Son factores antiapoptéticos la proteina Hsp70 y
las TAP. La Hsp70 secuestra Apaf-1 y con ello impide la formacién del apoptosoma.
Las TAP bloquean la actividad de las propias caspasas (Figura 11).

La inhibicién de la apoptosis es importante en el mantenimiento de la homeostasis
de los organismos superiores. Durante el ciclo de vida normal la proteina inhibidora
IAP, tiene una amplia capacidad antiapoptotica por silenciar la actividad de las cas-
pasas. IAP fue identificada como proteina virica que inhibe la muerte celular. Se
caracteriza por poseer uno o mds dominios muy conservados de 70 aminodcidos que
contienen motivos en dedos de zinc, denominados repeticiones baculoviricas (BIR)
esenciales para la actividad antiapoptdtica. Existen unos cinco miembros de esta fami-
lia: cIAP1, cIAP2, XIAP, NAIP y survivina. Su accidn estd bloqueada por smac/diablo

El miembro prototipo de la familia Bcl-2 es un oncogén, identificado en leucemia
humana de células B (B cell leukemia). Existen proteinas Bcl-2 proapoptéticas y an-
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tiapoptdticas, lo cual indica que miembros de la misma familia pueden actuar como
oncogenes o como supresores de tumores. La familia Bcl-2 se divide en tres grupos
segtin los dominios BH (Bcl-2 homology) que las integran:

1. Antiapoptdticas y oncogénicas, las que comparten homologia de secuencia en
los dominios BH1, BH2, BH3, y BH4. Ejemplos: Bcl-2 y Bcl-XL;

2. Proapoptoéticas, las que comparten la homologia de los dominios BH1, BH2 y
BH3. Ejemplos Bax y Bak;

3. Proapoptdticas, las que comparten la secuencia de homologia sélo en el domi-
nio BH3. Ejemplos Bid, Bik y Bim.

Se ha demostrado que el dominio BH4 se requiere para la actividad antiapoptética
y que el dominio BH3 es esencial y suficiente para la actividad proapoptética y supre-
sora tumoral
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Figura 11. Las células estdn protegidas por los factores antiapoptoticos de la familia Bcl-
2, los cuales limitan el reclutamiento de los componentes del apoptosoma, por la HSP70 que
secuestra el dominio CARD de Apaf-1 'y por IAP que actiia sobre las propias caspasas. La
mitocondria inicia la cascada apoptotica liberando citocromo c, pero este efecto puede ser
anulado si IAP mantiene su efecto inhibidor sobre las caspasas. La sefial apoptotica tiene que
ser sostenida por la liberacion de smac/diablo. Smac/diablo es la segunda proteina mitocon-
drial activadora de la caspasa que se une directamente a IAP y antagoniza su funcion. Un
tercer activador de la apoptosis de procedencia mitocondrial es AIF, que se traslada al niicleo
donde interviene en la condensacion de la cromatina.

114



EL SUICIDIO CELULAR DEFIENDE EL ORGANISMO

La relacién entre apoptosis y cancer fue apreciada por primera vez, hace mds de
treinta afios, por Kerr y sus colaboradores, quienes observaron que el ritmo del creci-
miento de los tumores era muy pequefo si se comparaba con sus indices mitéticos.
Cuando se descubri6é que otro proceso diferente a la necrosis podia ser responsable de
este fendmeno, fue cuando comenz6 la «era de la apoptosis». Recientemente es mucho
lo que se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos que relacionan apoptosis
y céncer y es ahora posible conectar las actividades de los reguladores de la apoptosis
con el desarrollo tumoral. Es un hecho reconocido que las células cancerosas pueden
evadir la respuesta apoptdtica y sobrevivir para formar tumores. Asi que existen ya
evidencias que establecen una relacién entre algunos genes que intervienen en la re-
gulacién de la apoptosis y los que intervienen en el desarrollo del céncer. Los dos
ejemplos mds conocidos de estos genes son los que codifican la proteina p53 y los
miembros de la familia Bcl-2 (figura 12).

La proteina p53 supresora tumoral es un factor de transcripcién que controla el
estado del DNA, e inhibe la progresién del ciclo celular si existe alguna lesién en
esta molécula. La mutacién de p53 se asocia con muchos cadnceres humanos y los
ratones knocked out en las dos copias de p53 desarrollan numerosas enfermedades
malignas.

Una vez lesionado el DNA, por ejemplo por estrés celular, radiacion gamma y
farmacos genotoxicos, la p53 se eleva y las células en proliferacion se detienen en G1.
Esto proporciona un lapso de tiempo para que se verifique la reparacion del DNA,
antes de que se verifique la siguiente ronda de replicacién. La parada del ciclo celular
estd mediada por estimulacién de la expresién de la proteina p21“™, inhibidora de la
ciclina quinasa. De mantenerse las concentraciones elevadas de p53 por un prolongado
tiempo se desencadena la apoptosis por induccién de la expresiéon de Bax y las pro-
teinas BH3, Noxa y PUMA, reguladas por p53. Sin embargo, la sobreexpresion de Bcl-
2 contrarresta el efecto apoptogénico de p53. Existe alguna evidencia que demuestra
que p53 induce la produccién de especies reactivas de oxigeno que pueden estimular
la apoptosis mitocondrial.

Lesion Respuesta F’m-r:aspasa-gr
del DNA a la lesion T_, p53 Baxil Bcl-2
Caspasa-9
o |

i APOPTOSIS

Parada del ciclo celular

Figura 12.  Papel de las proteinas p53 y Bcl-2 en la ejecucion de la apoptosis.
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CONCLUSIONES

Son ya muchas las evidencias que conectan la apoptosis con la enfermedad. El
desafio real ha de tomar esta informacién y traducirla en efectivas terapias. La terapia
relacionada con la apoptosis ha de ser inducir la muerte de células no deseadas (por
ejemplo, en cdncer), usando la apoptosis como una herramienta eliminadora, o preser-
var las células irreemplazables (por ejemplo las neuronas) necesarias para mantener la
funcién de un 6rgano. Los miembros de la via mitocondrial son potencialmente exce-
lentes dianas para terapias inducidas por apoptosis, ya que la mitocondria integra
seflales de vias de supervivencia (citoquinas, Bad) y de muerte (p53 y Bax). En cada
ambiente celular la mitocondria responde de manera apropiada en base a los niveles de
influencias presentes, estabilizando la membrana (Bcl-2, Bcl-XL) o distorsionandola
(calcio, ROS, BAX). La mitocondria amplifica la respuesta apoptética liberando induc-
tores apoptdticos con capacidad de iniciar la cascada de las caspasas y la permeabili-
zacion de la membrana. Efectores de la apoptosis mitocondrial se encuentran en todos
los tipos celulares y parece que se conservan incluso en las células tumorales. Existe
una serie de sustancias que inducen eficientemente la liberacién del citocromo ¢ mi-
tocondrial, iones y pequefias moléculas (calcio, NO, ROS). Finalmente, la permeabi-
lizacién de las membranas juega un papel critico en los mecanismos de diversos agen-
tes quimioterapéuticos y toxinas celulares.

Las terapias apoptéticas dirigidas a la mitocondria pueden ser ttiles en enferme-
dades proliferativas, como el cdncer, sin embargo los agentes que actdan a nivel de
mitocondria pueden no ser ttiles en terapias donde la prevencién de la apoptosis es el
objetivo. La mitocondria juega un papel central en la via apoptética intrinseca, mien-
tras que la via apoptdtica extrinseca es independiente de la mitocondria. Por tanto,
puede ser mas beneficioso bloquear el programa apoptdtico en puntos comunes a
ambas vias, por ejemplo en las caspasas.

La mayor parte de los conocimientos acerca de los mecanismos moleculares que
conducen a la muerte celular programada y las vias de sefalizacién implicadas en
dichos mecanismos, se han conseguido a nivel celular en experimentos in vitro. La
apoptosis y su interaccidn con otros procesos en organismo completo, es un problema
mucho mas complejo. Es imperativo que conozcamos estos mecanismos in vivo porque
son muchas las enfermedades que se originan como consecuencia de defectos en la
regulacién de la apoptosis. Una vez que se logren estos conocimientos se conseguira
estar capacitado para disefiar estrategias terapéuticas encaminadas a la prevencién y
progresiéon de muchas enfermedades.
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GLOSARIO

AIF, (apoptosis inducing factor), factor induc-
tor de la apoptosis que se encuentra en la
mitocondria en el espacio intermembranas
y sale al citosol en respuesta a una sefial
apoptodtica. Induce la degradacién del
DNA cromosémico independientemente
de las caspasas.

APAF-1, factor activador de las proteasas
apoptogénicas. Homologo de la proteina
CED-4 del C. elegans.

APOPTOSOMA, complejo oligomérico for-
mado por Apaf-citocromo ¢ y dATP, cuya
mision es el reclutamiento y activacion de
la procaspasa 9

Bak y Bak, miembros proapoptéticos de la
familia Bcl-2

Bel-XL, miembro antiapoptdtico de la familia
Bcl-2. Se une y bloquea la activacién de
Apaf-1

Bcl-2, miembro prototipo de la familia Bcl-2,
identificado como producto del proto-on-
cogen bcl-2 encontrado en ciertos linfo-
mas de células B. Proteina de 25 kD, re-
side en la cara citoplasmadtica de la
membrana externa mitocondrial. No pro-
mueve el crecimiento celular per se, pero
promueve la supervivencia celular.

BH, (homologia Bcl-2). Segmentos alfa heli-
coidales que funcionan como motivos de
interaccion proteica

BH3, dominio pro-apoptético de la familia de
proteinas Bcl-2.

BH4, dominio antiapoptdtico de la familia
Bcl-2

Bid, Bik y Bim, miembros proapoptéticos de
la familia Bcl2 que comparten la secuen-
cia de homologia sélo en el dominio
BH3

BIR, (baculoviral IAP repeat) dominio muy
conservado de 70 aminodcidos que es
esencial para la actividad antiapoptética
de TAP

CAD, desoxiribonucleasa activada por caspa-
sa (caspase-activated deoxyribonuclease)

CARD, dominio de reclutamiento de las cas-
pasas

CASPASAS, cisteina proteasas especificas de
aspartato. Enzimas proteoliticos que con-
tienen cisteina en su molécula y verifican
la proteolisis en lugares previos a asparta-
to. Se conocen 14

CED-4 (cell death determining-4), proteina
supresora extragénica de la ganancia de
funcién de la EGL-1

AW, potencial transmembrana de la membra-
na mitocondrial interna

dATP, desoxiadenosin trifosfato

DD, dominio especifico de muerte situado en
la porcioén intracelular del receptor, que se
activa cuando la unién del ligando extra-
celular induce la oligomerizacién (trime-
rizacién) del receptor.
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DED, dominio efector de muerte. El agrupa-
miento FADD con DED recluta la procas-
pasa-8, que también tiene DED en su
porcién N terminal (que corresponde a la
CARD de la procaspasa-9)

DOMINIO, porcién discreta de una proteina
que se une independientemente al resto de
la proteina y posee su propia funcidn.
Unidad estructural que puede encontrarse
sola o con otros dominios o repeticiones.
Relacionada evolutivamente. Se define
por su estructura

RS, receptores de muerte a los que se une
TRAIL

EGL-1, proteina codificada por egl-1, el pri-
mer gen descubierto de el sistema de la
muerte celular programada, como una
mutacién de ganancia de funcién, que
causa la muerte no programada de dos
neuronas que inervan la vulva, producien-
do un defecto en la puesta de huevos (egg
laying defective)

FADD, dominio de muerte asociado a Fas
FAS, receptor de muerte
FASL, ligando del receptor de muerte Fas

GRANDZIMA, serina proteasa segregada por
los linfocitos T

IAP, inhibidor de proteinas apoptéticas, iden-
tificado como proteina virica. Posee uno o
mas dominios BIR criticos para su activi-
dad. Su actividad es inhibida por smac/
diablo.

ICAD/CAD, heterodimero inhibidor/desoxiri-
bonucleasa, que para actuar como desoxi-
ribonucleasa activa necesita ser hidroliza-
do por caspasas para liberar CAD
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MODULO, elemento compuesto por multi-
ples motivos en un segmento de contiguas
secuencias

MOTIVO, regién corta muy conservada
en una secuencia proteica. Frecuentemen-
te son partes muy conservadas de domi-
nios

MPTPC, complejo mitocondrial del poro de
permeabilidad transitoria

NOXA, proteina BH3

PARP, poli (ADP-ribosa) polimerasa. Enzi-
ma reparador del DNA inactivado por las
caspasas

PUMA, proteina BH3

Smac/DIABLQO, inhibidor de IAP, es el se-
gundo activador mitocondrial de la caspa-
sa, proteina que se une directamente y
bloquea la accion inhibidora del IAP

TNF, factor de necrosis tumoral que se une al
TNFR-1

TNFR-1, receptor del TNF

TRAIL, ligando inductor de la apoptosis re-
lacionado con el TNF

VDAC, (voltaje dependent anion channel),
canal anidnico dependiente de voltaje

WD-40, motivos

XIAP, proteina inhibidora de la apoptosis li-
gada al cromosoma X. Es un modulador
potente de la apoptosis. Posee tres domi-
nios BIR y un motivo dedo de zinc circu-
lar. Un solo dominio BIR es suficiente
para la actividad apoptética. Se expresa
en la mayorfa de los tejidos.



