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Resumen. La apoptosis es un mecanismo de dafio celular que ocurre
en el normal desarrollo y en la regulacion de tejidos y érganos en vertebra-
dos. Neuronas bajo apoptosis dependiente o independiente de p53, depen-
diendo UPON del estimulo que conduce a fragmentacién del DNA. Muchas
neuronas en el desarrollo del sistema nervioso sufren apoptosis, siendo la
ciclina D1 un esencial mediador del dafio celular neural. Otras caracteristi-
cas de apoptosis son la condensacion del ntcleo, la fragmentacion de la
cromatina junto a los sitios de ruptura en los nucleosomas, la rotura de la
membrana y la formacién de cuerpos apoptéticos. Entre los posibles meca-
nismos moleculares estan: (a) la activacién de proteasas, como ICE (11-1 g
converting enzyme); y una pequenia Ribonucleoproteina Ul, siendo sustra-
tos para ICE y sus homélogos (tales como ICH y otras proteinas). El gen
p53 codifica un factor de frasncripcion que contribuye a varias diferentes
actividades celulares, incluyendo la apoptosis, la respuesta celular a la ra-
diacién, y la activacién de proteinas tales como GADD, Bcl-2 (represor de
apoptosis} y Bax. p53 ejecuta un papel como un inhibidor de apoptosis por
transactivacion de la expresion del gen Bax. El gen supresor de tumores
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p;g hmﬂa la pro]{ferac{én ce1u1ar por pa.rac!a del ciclo celular en G1, o por
apoptosis, dependiendo del contexto celular. La proteina p21 es un inhibi-
dor de ciclinas dependientes de kinasas, la cual es transactivada por p53.
Durante la apoptosis hay una activacién de c-mye, y del factor de trans-
cripcion NF-kB {factor nuclear kappa 8), el cual es un importante regulador
de la apoptosis. Como un ejemplo de senalizacién apoptética nosotros he-
mos seleccionado el problema relatando el sistema Fas/APO en timocitos.

Molecular basis of programmed cell death: involvement of tumor
suppresor protein p53 and other proteins in the control of the
cellular cycle. Review.
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Abstract. Apoptosis is a mechanism of cell death that occurs in nor-
mal development and on the regulation of vertebrate tissues and organ cel-
lularity. Neurons undergo p53-dependent and p53-indepent apoptosis, de-
pending upon the stimulus that tiggers DNA fragmentation. Many neurons
in the developing nervous system suffer apoptosis, with the cyclin D1 being
an essential mediator of neuronal cell death. Other characteristics of apop-
tosis are: condensation of the nucleus, fragmentation of cromatin at nu-
cleosome linkage sites, membrane blebbing, and the formation of apoptotic
bodies. Among the possible molecular mechanisms are: (a) activation of
proteases, as ICE (II-1 8 converting enzyme); (b) calpain is activated in sev-
eral cells, with PARP (Poli-ADP-ribose polimerase) and a small Ul Ribonu-
cleoprotein, being substrates for ICE and its homologs such as ICH and
others proteins. The p53 gene encodes a transcription factor that contrib-
utes to several different cellular activities, including apoptosis, the cellular
response to radiation, and the activation of proteins such as GADD, Bcl-2
{represses to apoptosis) and Bax. P53 exerts a role as inductor of apoptosis
by transactivating expression of the Bax gene. The p53 gene tumor suppre-
sor limits cellular proliferation by including either the arrest of cell cycle in
G1, or apoptosis, depending on the cellular context. The p21 is an inhibitor
of cyclin-dependent kinase, wich is transactivated by p53. During apopto-
sis, there is an activation of both, c-myc, and the transcription factor NF-
kB, which is a important regulator of apoptosis. As an example of signaliza-
tion of apoptosis we have selected to ilustrate the problem related to the
system Fas/APO in timocytes.
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INTRODUCCION

El estudio de los mecanismos
moleculares de la apoptosis, proceso
de muerte celular programada, co-
bra especial importancia en nues-
tros dias, estando implicada en fe-
némenos fisiolagicos, asi como en el
cancer, y determinadas patologias
neurodegenerativas, de ahi que un
conocimiento exhaustivo de los me-
canismos moleculares justifica la
actual importancia del tema.

Se denomina apoptosis al con-
junto de cambios morfologicos y fi-
siologicos asociados a la muerte ce-
lular programada, constituyendo un
mecanismo fisioldogico de delecién de
células que ocurre durante el con-
trol homeostatico de los tejidos, en
determinadas patologias (1}, en el
desarrollo pre y postnatal del CNS
-sistema nervioso central-, actuando
como un mecanismo regulador del
desarrollo neuronal, (2) y en la dife-
renciacion linfoide, entre otros pro-
cesos (3).

La maquinaria bioquimica de
este proceso se encuentra en todas
las células, activindose por determi-
nadas sefiales biogquimicas. Es im-
portante establecer las diferencias
entre apoptosis y necrosis, caracte-
rizandose la primera por: a} pertur-
bacién de la funcién mitocondrial,
b} del DNA internuclecsomal en
multiplos de 180 pares de bases, y
¢) formacion de vesiculas con restos
celulares denominadas cuerpos
apoptoticos {4). En la necrosis, basi-
camente se produce la destruccion
de la membrana y de los organulos
celulares (5,6).

Entre los mecanismos inducto-
res de apoptosis se encuentran: la
perturbacién de moléculas de mem-
brana, tales como los receptores
Fas, TNF, etc., condiciones ambien-
tales extremas, radiacién ionizante,
drogas, y diversos agentes quimicos
(7).

Durante la apoptosis, se expre-
san niveles elevados de una proteina
crucial en dicho proceso, denomina-
da p53 y que esta implicada en mual-
tiples funciones, tales como la repa-
racién del DNA ante dafio inducido
por agentes genotoxicos, en la de-
tencién del ciclo celular en fase G1
por inhibicién de los complejos cicli-
na-CDK a través de la transactiva-
cion de la proteina p21, en la res-
puesta celular ante la radiacion io-
nizante o la propia induccién de
apoptosis por transactivacion de la
proteina apoptotica Bax y represion
de proteinas antiapoptéticas, como
Bcl-2; si la célula no es capaz de co-
mregir los danos ocasionados en el
DNA la célula entra en un proceso
de muerte celular programada.

Durante la apoptosis se activan
determinados oncogenes y factores
de transcripcién, como NF-kB, asi
como proteasas especificas ICE, que
degradan proteinas citoesqueléticas,
formandose como consecuencia
cuerpos apoptoéticos, con fragmenta-
cién internucleosomal del DNA, ca-
racteristica del procese de apopto-
sis, y desorganizacién de la estruc-
tura de la cromatina (5).
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Oncogen supresor p33: localiza-
cion, estructura y funcion de la
proteina p53

La localizacién exacta del gen
p53 se ubica en el brazo corto del
cromosoma 17, entre las bandas
17pl12 y 17p13.3 (8). La mutacién
en el gen supresor p53 constituye la
alteracién génica mas frecuente en
la mayoria de las neoplasias huma-
nas, con deleciones en p53, siendo
marcadores en procesos tardios de
carcinogénesis (9}.

Asi, pb3 esta alterado en la ma-
yoria de las neoplasias colorrectales,
ya que la pérdida alélica del cromo-
soma 17p (Ch17p) es infrecuente en
adenomas en cualquier estadio, pero
ocurre en el 75% de los carcinomas
colorrectales, lo que sugiere que la
pérdida de la funcién p53 se asocia
a la transicién de adenoma benigno
al maligno. En ciertas neoplasias, la
inactivacion de pb53 puede estar im-
plicada en la progresién, mas que en
la transformacién tumoral, asocian-
dose la metastasis a distancia con
supresion completa de p53. Asi, las
alteraciones en el gen p53 determi-
nan el comportamiento clinicoanato-
mopatologico y biolégico de las neo-
plasias colorrectales humanas. Esta
observacién podria tener una reper-
cusién sobre el tratamiento clinico y
el pronéstico. Ademas, el hecho de
que p53 tipo natural actie como su-
presor tumoral se apoya en la obser-
vacién de que en numerosas neopla-
sias ambos alelos estan inactivados
(10).

El gen p53 codifica una fosfo-
proteina nuclear de 53 Kd, detecta-
ble por inmunohistoquimica, estan-

do en las células normales en nive-
les practicamente indetectables por
su corta vida media {(11).

pS53 actia como factor de
transcripcion formando homodime-
ros y transactivando genes especifi-
cos por unién a secuencias especifi-
cas del DNA. Entre los genes que ac-
tiva p53, destacan aquellos cuyas
proteinas, estan implicadas en la
parada del ciclo celular en fase G1,
como el p21 o Cipl/Wafl; genes
que intervienen en la reparacién del
DNA, como GADD45; y genes que
inducen apoptosis, tales como Bax y
Fas; entre los que reprime p53 des-
taca Bel-2 -proteina anti-apopotoéti-
ca- (12,13).

Mecanismos de inactivacién
de proteina p53

p53 se puede inactivar por mu-
taciones mono o bialélicas que impi-
den su unién al DNA, o también por
mutaciones sin sentido o sobre pun-
tos de procesamiento del RNA men-
sajero de la propia proteina salvaje,
impidiendo asi la oligomerizacién de
la misma, alterando consecuente-
mente su funcionalidad; también
por secuestro de p53 salvaje por
p53 mutada, o por interaccién pro-
teina-proteina con oncoproteinas vi-
rales, se impediria la funcionalidad
de p53. Entre estas proteinas vira-
les, destaca la proteina E6 del virus
del papiloma humano, HPV, el anti-
geno T grande del virus SV40, y las
oncoproteinas adenovirales E1A y
E1B en animales (14j.

La proteina codificada por el
antigeno T grande, es capaz de unir-
se irreversiblemente a los dominios
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mds conservados de p53, (dominios
2 al 5), donde se producen la mayo-
ria de las mutaciones en tumores
humanos, que alteran puntualmen-
te el sentido de lectura de p53. La
unién de dicha oncoproteina viral,
inactiva y transloca p53 al citoplas-
ma, perdiéndose con ello la capaci-
dad de transactivacién de genes re-
guladores del ciclo celular, tales
como p21.

Estructura molecular de la
proteina p53

P53 es una proteina con un
nicleo central muy conservado, un
ominio de oligomerizacién, un do -
minjio amino terminal de transacti-
vacién y un dominio carboxilo termi-
nal (15) (Fig. 1).

El dominio amino-terminal
constituye el dominio de transactiva-
cion para la maquinaria transcripcio-
nal (16} y también el dominio de in-
teraccién con reguladores negativos,
tales como MDM2, (15,16, 17) y E1B
55 Kd (18,19), que bloquea el domi-
nio de transactivacion. El ntacleo
central de p53 estd muy conservado
-aminoicidos 102-292-, de tal mane-
ra que mutaciones en esta region
inactivan la funciéon supresora de

“Maquinaria transcripcional

p53, mientras que los aminoédcidos
319-360 corresponden al dominio de
oligomerizacion de p53 (20} en el ex-
tremo carboxilo terminal.

Funcién de p53

El gen pb3 denominado "guar-
dian del genoma”, regula multiples
componentes de las respuestas de
control de lesion en el DNA (21),
siendo los canceres con déficits de
p53 a menudo inestables, agresivos
y resistentes al tratamiento (22].
p53 transactiva una serie de genes,
como p21 {inhibidor del ciclo celular
en G1), Gadd45 (proteina que inter-
viene en la reparacion del DNA), Bax
y Fas {ambos inductores de apopto-
sis); pero también reprime la expre-
sidn de otros como Bcel-2 (un repre-
sor de apoptosis), proteina con fun-
cién antioxidante (23).

La detencion del ciclo celular
en Gl o la induccién de apoptosis
dependera en parte del estado de
activacion celular (24), La sintesis
mantenida de p53 por una lesidén
extensa del DNA no reparada, o la
activacién de pb3 después de una
dedicacion irreversible a la replica-
cién, son factores que llevan a una
célula a la apoptosis (25).

Dominio de oligomerizacién

¥
§ Carboxilo
J» Ta a P terminal
Box | BoxTl BoxIll BoxIVBoxV Dominio no regulador
Dominio de Dominio Central Conservado Dominio de Oligomerizacién
transactivacién

Fig. 1. Estructura molecular de p53.
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Dado que las células que care-
cen de p53 no identifican adecuada-
mente el DNA alterado, pueden ini-
ciar la mitosis antes de que se haya
completado la segregacién cromosé-
mica. Asi, se piensa que la inestabi-
lidad cromosémica y la aneuploidia
son consecuencias probables del dé-
ficit de p53 (26}, ya que pérdidas gé-
nicas en el brazo corto del cromoso-
ma 17, como deleciones en p53 se
asocian con carcinoma colorrectal
en mas del 75% de dichos carcino-
mas, el 40% de los canceres de
mama (27), el 50% de los canceres
de pulmén, con deleciones de p53
en el 75% de los carcinomas colo-
rrectales, presentando anomalias en
la ploidia {28].

Asi, en pacientes con el sindro-
me de Li-Fraumeni tienen mutacio-
nes hereditarias en el gen pb3, falle-
ciendo por canceres aparecidos en
distintas localizaciones.

p53 y ciclo celular: inhibicién
del ciclo celular por p53 en
fase G1, transactivacién de p21
P53 produce una detencién del
ciclo celular en fase G1 por transac-
tivacién de p21, ya que a través de
su dominio amino-terminal inhibe
los complejos CDK/ciclinas {29), pa-
rando el ciclo celular en G1 {30,31)
también puede inducirse indepen-
dientemente de p53, como ocurre en
la diferenciacién terminal en el mis-
culo cartilago, piel y mucosas (32).
p21 es un miembro de la fami-
lia de inhibidores de los complejos
CDK/ciclinas, La expresién del gen
Cipl esta regulada por p53 y esta
ausente en las células que carecen

de p53. Asi, en un modelo propuesto
por Lane (33), las células en las que
P53 esta inactivado no accedian a la
detencién en Gl, siendo genética-
mente inestables, (26) dando lugar a
clones malignos que crecen conti-
nuamente, de ahi la importancia de
p53 en el cancer (33).

Cuando hay lesiones en el DNA
por radiaciones o diversos agentes
genotoxicos: drogas, carcinégenos,
P53 se acumula (en situaciones nor-
males los niveles de p53 son muy
bajos) por un mecanismo postraduc-
cional, v no por hiperexpresién de
P53, blogqueando el ciclo celular en
G1 (34), para asi reparar el dano in-
ducido en el DNA {24).

Existe una accion directa e in-
directa de p53 a través de la expre-
sion de otros genes, ya que la protei-
na reconoce por su extremo carboxi-
lico terminal lesiones puntuales (in-
serciones/deleciones) de varias ba-
ses que dificultan el normal aparea-
miento de las hebras del DNA (34).

La existencia de un complejo
pH3 altamente estable en el sitio de
adhesién proporciona la base de re-
clutamiento y ensamblaje de los
complejos multiproteicos necesarios
para la expresién de genes induci-
bles por p53.

A pesar de todo, si la repara-
cién no es posible, se induce la
apoptosis. En las células tumorales
este proceso se ve alterado y pb3 no
ejerce su funcién, de ahi que la re-
gulaciénn del ciclo celular en los
“checkpoints” puntos de control del
ciclo celular]), desempefie un papel
crucial en la habilidad de p53 para
detener el ciclo celular, existiendo
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una interrelacién entre los proteinas
p53, GADD 45 y el antigeno de pro-
liferacién nuclear PCNA (35].

Puesto que p53 se degrada ra-
pidamente en condiciones normales
por la accién de una proteasa, y su
vida media se prolonga tras el dafio
genémico, se produciria un cambio
de conformacién al unirse al DNA
dafiado, ocultando los puntos sensi-
bles a la accién de la proteasa, de
ahi su alta persistencia en la célula
tumoral (36,37).

En ensayos “in vitro”, realiza-
dos en lineas celulares de cancer de
colén con p53 inactivada, se produjo
una supresion de la neoplasia por
introduccién de genes p53 funciona-
les, siendo éste un camino futuro
para una posible terapia génica (22,
38).

p53 y radiacién

La radiosensibilidad de las cé-
lulas es afectada por el tiempo de
irradiacién y por la fase del ciclo ce-
lular en que se encuentren, condi-
cionantes basicos para la supervi-
vencia celular, que va a ser diferente
si se irradia en fase temprana o tar-
dia en cultivos sincronos en Gl,
(menor supervivencia en la fase tem-
pranaj. En cultivos asincronos, {con
células en diferentes fases del ciclo
celular) la respuesta de las células
es muy diferente, estando la mayo-
ria de las células en fase S (39).

Muchas células de mamiferos
exhiben transitos retardados en G1
y G2 después de someterlas a irra-
diaciéon {40). La activacién de estos
“checkpoints™ puede afectar a la ra-
diosensibilidad, pudiendo ser posi-

ble la reparacién del DNA inducida
por la radiacion antes de la muerte
celular (41,42,43,44).

Ante la exposicion a una radia-
cién ionizante, se requiere p53 para
la detencién en G1, exhibiendo mu-
tantes en p53 tal deficiencia, con
una baja tasa de detencién del ciclo
celular en G1 (39).

La irradiacién de diversos tipos
de células, permite observar una in-
duccién rapida de los niveles de
mRNA de GADD45 y de Bax en las
células con p5B3 funcional, con res-
pecto a células con mutaciones en
p53, sugiriendo que dichos genes
estan implicados en la reparaciéon de
danos en el DNA por la radiacién io-
nizante (45,46).

A diferencia de GADDA45 y otros
genes, Bax s6lo se induce en las cé-
lulas normales en las que se consi-
gue apoptosis tras la irradiacion,
aungue en todas ellas se ve descen-
so del mRNA de Bcl-2 y aumento de
p53 (46,47).

Se aportan datos en la biblio-
grafia de parada de la division en cé-
lulas replicativas ante exposicién a
la radiacién ionizante, asociandose
también con segregacién cromoso-
mica aberrante tras dicha exposi-
cion, implicandose a p53 en dicha
radiosensibilidad en varios tipos ce-
lulares, y con la posibilidad de for-
macién de tumores (48).

La influencia de la funcién de
p53 en células radiosensibles no
puede ser detectada en cultivos
asincronos, induciéndose en culti-
vos sincronos ante bajas tasas de
exposicién radiante {4 Gy) una so-
breexpresion de 4 veces los niveles
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normales de p53, acumulandose las
células en fase G1 (39).

Si se exponen células con pro-
teina p53 inactivada a dosis mas
elevadas de radiaciéon (16 Gy} du-
rante un tiempo de exposicién mu-
cho mas prolongado, aumenta la ra-
dioresistenicia en dichos cultivos
sincronos {39). Asi, la parada del ci-
clo celular en G1 mediada por pb3
que ocurre después de la irradia-
cién, no ocurria en cultivos de fibro-
blastos diploides normales si esta-
ban en fase G1 tardia (48,49}, lo que
pone de manifiesto la importancia
de la proteina p53 en la radiosensi-
bilidad de dichas células.

p53: control del ciclo celular
y actuacién como “guardiin del
genoma”

El control del ciclo celular se
lleva a cabo por partida doble. Por
estimulacion de la expresion de p21,
el producto del gen WAF1/Cipl, que
media en la parada del ciclo celular
al ser un potente inhibidor de las
quinasas dependientes de ciclinas y
en la apoptosis (29,30,50) ya que
inhibe el complejo Cdk 2/Ciclina E,
(51} v con ello, 1a hiperfosforilacién
de pRb (el producto del gen del reti-
noblastomal, y sus congéneres pl07
vy pl120 (52) impidiendo asi la libera-
ciéon de las ciclinas D y los factores
de transcripcion de la familia E2F,
con lo que el ciclo queda detenido en
G1 (58,54,55,56).

Durante la fase Gl tardia se
produce la activacion de las kinasas
dependientes de ciclina, activacién
esencial para la progresion del ciclo
celular en G1 (54). El sustrato llave

de las quinasas dependientes de ci-
clina es pRb -retinoblastoma- (57).
Ademas los inhibidores de quina-
sas degsndmntes de ciclina DI,
plé y P18 , solo detienen
el ciclo en células expresando pRb
funcional (58).

GADD45 Growth Arrest and
DNA damage, es un miembro de
una familia de genes inducidos co-
ordinadamente por estimulos que
producen detencién de la prolifera-
cién celular y darios en el DNA, y
cuya estimulaciéon es estrictamente
dependiente de p53 (569,35).

Implicaciones funcionales de p53
en apoptosis

Se ha comprobado que la pro-
teina codificada por GADD impide la
replicacién del DNA mediante inte-
racibn con PCNA, una subunidad
reguladora de la DNA polimerasa
delta, -la DNA polimerasa mas im-
portante en la replicaciébn- (60,
61,62, 63) realizando p21/Wafl esta
misma funcién a través de su extre-
mo carboxilico (60); también se fre-
na la transcripcién de muchos ge-
nes, ya que p53 secuestra la protei-
na TBP (TATA Binding protein), que
es una subunidad fundamental del
factor basal TFID, necesario para la
activacién del complejo transcripcio-
nal (569,63) (Fig. 2).

ERCCS -factor de transcripcion
implicado en la reparaciéon por esci-
sién de nucleotidos- y RPA -proteina
de reparacién del DNA, son dos pro-
teinas que forman parte de un com-
plejo multifactorial que funciona en
la reparacién por escision de nu-
cledtidos en el DNA humano (61,
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63}. Si la reparaciéon no es posible, a
pesar de todo, p53 induce la apopto-
sis.

A partir de estudios con pa-
cientes con sindrome de Li-Fraume-
ni (AT=Ataxia-Telangiectasia] se ha
visto la deficiencia para producir re-
paracién ante lesiones en el DNA,

Implicaciones funcionales de p53 en apoptosis.

(24), implicandose a una nueva gui-
nasa similar a PI-3 kinasa (64].

Curiosamente, en las células de
pacientes con AT, al contrario que
en células de individuos normales,
no hay bloqueo de las horquillas de
replicacién cuando aparecen lesio-
nes en el DNA (65).
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Estas proteinas pueden consti-
tuir una nueva familia de quinasas
que envian informacién sobre el es-
tado de la estructura de los cromo-
somas a la maquinaria del ciclo ce-
lular {64).

Se ha evidenciado que delecio-
nes en p53 provocan alteraciones de
la ploidia (66} con incidencia de tu-
mores, como consecuencia de que la
mutacion en p53 afecta al ciclo celu-
lar en G1, produciéndose amplifica-
ciones génicas como consecuencia
de la no funcionalidad de la proteina
p53 (67).

Cuando se produce un dafio
leve o moderado en el DNA, se indu-
ce una senal que estabiliza p53, au-
mentando temporalmente su nivel
para reparar el dafo; posteriormen-
te los niveles de p53 decaen y el ci-
clo celular prosigue. Si el dano es
elevado, la sefial persiste, inducién-
dose p53 constitutivamente, desen-
cadenando la apoptosis y aparecien-
do células con maltiples alteracio-
nes genéticas, con translocaciones,
amplificaciones génicas y otros reor-
denamientos cromosomicos comin-
mente encontrados en muchos tu-
mores (26,66,67). Dado que las cé-
lulas que carecen de p53 no identifi-
can adecuadamente el DNA altera-
do, pueden iniciar la mitosis antes
de que se haya completado la segre-
gacion cromosomica y la formacién
del huso. Se piensa que la inestabi-
lidad cromosémica y la aneuploidia
son consecuencias probables del dé-
ficit de p53 (26), apareciendo estos
déficits genéticos en lineas de glio-
blastoma expuestas a la radiacion
ionizante {(68). En otros muchos tu-

mores humanos, como en los tumo-
res cerebrales {69), se han encontra-
do mutaciones en p53, o también en
el linfoma de Burkit, pero en este
caso las mutaciones se encuentran
en el gen c-myc (70).

PAPEL DE PRB
(RETINOBLASTOMA) EN LA
APOPTOSIS

Se ha visto en ratones transgé-
nicos, que la ausencia de expresion
de pRb {71,72), o su inactivacién
por secuestro por la proteina E7 del
virus del papiloma humano HPV-186,
produce una amplisima apoptosis, a
no ser que se inactive también p53.
(73).

Estructura de pRb

Rb presenta 4 dominjos carac-
teristicos, el dominioc amino termi-
nal, requerido para la oligomeriza-
cién de la proteina (74), el dominio A
{aminoacidos 394-571) y el dominio
B (aminoacidos 649-773), ambos
ubicados en posicion central, asi
como una region proxima al dominio
carboxilo terminal requerida para la
supresion del crecimiento. Dentro
del dominio B, existe el subdominio
TH, presente también en las ciclinas
y en el factor de transcripcion IIB
(63) (Fig. 3].

La expresion de pRb en células
HelLa las protege de la apoptosis que
normalmente induce en ellas p53
{75). También en células deficitarias
en pRb y p53, muy sensibles por
tanto a la apoptosis inducida por ra-
diacién, ésta se evitdé con la trans-
feceibn de pRb normal.
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Fig. 3. Estructura de pRb.

Se ha visto que fibroblastos
embrionarios de ratén, carentes de
pRb (por inactivacién génica experi-
mental), entran precozmente en fase
S [76), debido a la activacion de dos
genes: dihidrofolato reductasa y timi-
dilato sintasa, -dependientes de E2F
para su transcripcion- (77), produ-
ciéndose una extensa apoptosis en
presencia de p53 activa, si pRb no
es funcional {76,78). Por otro lado,
en las células con niveles E2F alta-
mente constitutivos, la presencia o
activacion de p53 da lugar a una ex-
tensa apoptosis, en vez de detener el
ciclo celular en G1 {78).

En fibroblastos con al menos
una copia del gen RB se producia una
detencion del ciclo celular en G1, im-
plicindose a la ciclina D1 en la inhibi-
cién y reparacién de la sintesis del
DNA en fibroblastos humanos {79).

Asi, ratones con deficiencia en
la proteina retinoblastoma muestran
defectos en la neurogénesis y en la
hematopoyesis (80].

Papel de la ciclina D1 y las CDK
{quinasas dependientes de ciclina)
durante la fase G1 de la apoptosis.
¢Via dependiente de p53?

La via por la que los niveles ¢le-
vados de ciclina son capaces de in-

dominio de unidn de ¢c-Abl.  Terminal

ducir apoptosis es independiente de
p53. Se ha visto que el oncogén su-
presor pb3 regula algunas, pero no
todas las rutas implicadas en apop-
tosis (81).

Por otro lado, la sobreactiva-
cidbn de oncogenes, como c-myc, de
E2F (83} y adenovirus E1A causa
transformacion celular, pero tam-
bién puede causar apoptosis, esta-
bleciéndose un equilibrio entre la
apoptosis y la proliferacién/diferen-
ciacion celular (82,83,84}), estando
implicados niveles elevados de cicli-
na D1 en procesos de transforma-
cion tumoral, y también en procesos
de apoptosis (85,86).

Se ha visto artificialmente, que
niveles elevados de ciclina D1 indu-
cen apoptosis por si misma, con ac-
tivacion de proto-oncogenes, sobre
todo c-jun y cieclina D (87).

Muchas neuronas en el desa-
rrollo del sistema nervioso estan su-
jetas a un proceso de muerte celular
programada, implicindose a la cicli-
na D1 en este proceso, identifican-
dose a c-jun como marcador carac-
teristico de apoptosis neuronal (88}

Por otro lado, se ha implicado a
nivel de sistema nervioso a la glia en
los procesos de regulacién de la
muerte neuronal, confiriendo las
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neurotrofinas un efecto protector
frente a la apoptosis. Asi, la muerte
neuronal se acompana de gliosis y
expresion de la proteina del estrés
Hsp 72, ademas de los oncogenes
c-fos y c-jun (88].

La apoptosis inducida por cicli-
na D1, puede ser inhibida por 21
Kda, E1B, Bcl-2 y pRb, entre otros.
Estos niveles altos de ciclina D1, se
corresponden con niveles incremen-
tados de cdk 4/6kinasas dependien-
tes de ciclina D1 (89); como confir-
ma el hecho de que inhibidores de
ciclina, plSINK‘i protegen a las célu-
las de la apoptosis (54,90,91).

La ciclina D regula la progre-
sién a través de la fase G1 del ciclo
celular por estimulacién de cdk4 o
cdk 6-ciclina D dependiente de qui-
nasas, {563, 92,93), siendo un impor-
tante sustrato de estas quinasas el
producto del gen de susceptibilidad
a retinoblastoma (94).

En fase G1 la defosforilacién de
PRb suprime la iniciaciéon de la fase
S (94,95,96), pero durante la mitad
del ciclo celular pRb es progresiva-
mente fosforilado por cdk en Gl1, lo
que supone una parada del ciclo ce-
lular (63). La quinasa dependiente
de ciclina D es solo requerida para
la progresion del ciclo celular en cé-
lulas con pRb funcional (56); siendo
un sustrato llave para las quinasas
dependientes de ciclina D (98). El
uso de inhibidores especificos de
quinasas cdk 4/6, como pl6 INK4A,
confirma que la induccién de quina-
sas dependientes de ciclina D1 es
un prerrequisito esencial para la in-
duccién de apoptosis por ciclina D1
(97,99).

Se ha documentado en nume-
rosos estudios que la sobreexpre-
sion de ciclina D1 conduce a la
transformacién oncogénica (100).
Kranerburg construy6é vectores in-
troduciendo el gen de la ciclina D1
en CMV -citomegalovirus-, y trans-
fectandolo en células con p53 fun-
cional y mutada; concluyendo que la
apoptosis inducida por ciclina D1 es
similar en células p53 +/+ y células
p53 -/-, lo que corrobora que p53
no es requerido para la apoptosis in-
ducida por niveles elevados de cicli-
na D1 {100).

Una disminucion de la sensibi-
lidad de pRb en la apoptosis induci-
da por metotrexato, evidencia que la
pérdida de pRb conduce a la apopto-
sis durante el desarrollo en ratones
(76,77).

Genes implicados en la apoptosis

La funcién reguladora de la
apoptosis corresponde al complejo
Bcel-2/BAG-1/Bax, siendo especial-
mente importantes p53, Myc y NF-
kB, que son capaces de activar ge-
nes fundamentales en dicho proce-
S0,

Papel del oncogen myc
en la apoptosis

En condiciones de genotoxici-
dad por farmacos, falta de nutrien-
tes, deprivacion de factores de creci-
miento, o por expresiéon de c-myc,
p53 juega un papel preponderante.
Asi, en células de linfoma T por
transfeccion de v-myc, p53 es capaz
de inducir apoptosis, que puede
inhibirse mediante la expresiéon de
Bcl-2 (101) y también por algunas
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citoquinas, como ocurre en fibro-
blastos {87,102,103,104).

Igualmente la sobreexpresion
de c-myc en fibroblastos quiescentes
induce apoptosis so6lo en presencia
de p53 normal; asi en células proge-
nitoras hematopoyéticas de raton
con mutaciones dominantes negati-
vas en p53 (104) inactivantes de p53
resultaron en una disminucién de la
apoptosis. (105).

Myc actha favoreciendo la hi-
perfosforilacién de retinoblastoma
(pRb), con la subyacente liberacion
de E2F, induclendo asi apoptosis
(106,107). Ademas, Myc podria esti-
mular directamente la transcripcion
de Bax (108) que actia como induc-
tor de apoptosis. Este gen, ademas
de poseer un elemento de control
positivo para unién y estimulaciéon
de p53, dispone de cuatro secuen-
cias consenso para Myc y sus homo-
logos (CACGTG) en la region 5 no
traducida de la proteina, que podria
ser importante también para su
transactivacion (109). Por otro lado,
Bcel-2 dispone también de un ele-
mento de control negativo para p53
(110).

Proteina Bcl-2 y Bax: agonistas
y antagonistas, implicaciones
y relaciones con la proteina p53
en la apoptosis

Bcl-2 ha sido incluido dentro
de una serie de oncogenes regulado-
res del ciclo celular, estando impli-
cado en la regulacién de la viabilia-
dad de células del sistema inmune
(3,111, 12,113,114) y también el
sistema nervioso (115), previniendo
el dafio inducido en neuronas sim-

paticas (116), actuando las neuro-
trofinas junto a Bel-2 durante el de-
sarrollo del sistema nervioso (117,
118,119).

El gen Bcl-2 es un elemento
clave en la regulacién de la apopto-
sis; pb3 acttia induciendo la expre-
sién de Bax y reprimiendo la expre-
sién de Bel-2 (120). En lineas celu-
lares, se ha demostrado que la so-
breexpresion de Bel-2 confiere resis-
tencia a la muerte celular en res-
puesta a determinadas drogas usa-
das en quimioterapia como el arabi-
nosido de citosina, metotrexano,
vincristina y cisplatino (121), ya que
la mayoria de estos compuestos in-
ducen un dafio severo en el DNA
que provoca la muerte celular por
apoptosis; de ahi la importancia del
estudio del gen supresor de tumores
p53, como queda patente en la inhi-
bicién del dafio celular por expre-
sion de Bcel-2 (122) v en la atenua-
cién de la isquemia focal en ratones
transgénicos en los que se clond el
gen pb3 (123}, estando también im-
plicado en la inhibicién de la citoli-
sis de células T (124) y en linfomas
foliculares (125).

La célula dispone de un meca-
nismo bastante equilibrado en el
mecanismo de apoptosis a través de
Bcl-2, Bel-Xi,, y otras proteinas rela-
cionadas, pudiendo interacionar
Bcl-2 incluso con oncoproteinas vi-
rales -siendo ésta una de las posi-
bles vias inductoras de tumores por
virus al inactivar la proteina supre-
sora de tumores p53 (126).

Bcl-2 es una proteina antioxi-
dante, que evita el dano inducido
por estrés oxidativo en componentes
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celulares, evitando asi la peroxida-
cion lipidica {127), ya que frena la
apoptosis inducida por especies
reactivas de oxigeno en neuronas
(128}, en condiciones de muy baja
oxigenacioén, o incluso por depriva-
cién de oxigeno (129).

Bcl-2 se encuentra en la célula
en regiones proliferativas o zonas
con larga supervivencia (130), ubi-
candose especialmente en comparti-
mentos subcelulares tales como el
nucleo, las membranas mitocondria-
les y el reticulo endoplasmatico,
donde reprime la apoptosis regulan-
do el flujo de calcio (131,132}. Bcl-2
por splicing alternativo da lugar a
dos proteinas: Bel-2a y Bel-28 no se
encuentra en cantidades apreciables
in vivo, no requiriendo Bcl-2a estar
anclada a la membrana (133}.

Bel-2, proteina de 24-26 KD,
presenta un elemento de respuesta
negativa, de tipo silenciador, -p53
dependiente-, localizado en la regién
5" no traducida, asi como el elemen-
to conservado de respuesta negativa
BIE 1 {de 11 pares de bases), no de-
pendiente de p53, que colabora en
la represion de la expresion de Bel-2
en muchos tipos celulares (110}.

P53 activa la transcripcion de
Bax y reprime la expresion de Bel-2,
gracias al silenciador negativo de
p53. Bax actiia como proteina pro-
motora del dafio celular, a diferencia
de Bcl-2, que es antiapoptotica
{(120). Bax es capaz de anular el
efecto antiapoptético de Bcl-2 (134},
acelerando la apoptosis en ausencia
de factores de crecimiento -lo gue
desencadena dicho proceso-, por in-
teracion proteina-proteina a través

de los dominios BH1 y BH2, neutra-
lizando asi el efecto antiapoptético
de la proteina Bcl-2. (134,135,136).

Por otro lado, existe otra protei-
na muy importante en el proceso de
apoptosis, denominada Bad, que es
cooparticipe de la liberacién de Bax.
Ademas, otras proteinas son copar-
ticipes en proceso de apoptosis,
como Bak, que junto a proteinas
como BAG-1 son capaces de interac-
cionar con Bcl-2 (138), jugando un
papel reseniable junto a la ya rese-
flada oncoproteina Bcel-2 en el pro-
ceso de apoptosis.

Se ha visto que el factor de ne-
crosis tumoral § es capaz de inhibir
la expresion de Bcl-2, y ésta parece
ser la via por la que puede inducir
apoptosis (139). En la apoptosis
existen proteinas agonistas y anta-
gonistas para Bcl-2.

Entre los inductores de apopto-
sis destacan las siguientes protei-
nas: Bax -antagonista de Bcl-2-,
Bcl-X s -antagonista Bcel-X -, Bak
-antagonista de Bel-2 y Bel X L., Bik
y Bad (135}, -ambos antagonistas de
Bcl X 1- Entre las proteinas con efec-
tos represores de la apoptosis desta-
can las siguientes: Bcl-2 -antagoni-
sta de Bax-, Bcl-X1. -antagonista de
Bcl-Xs., Mcl-1 -antagonista de Bax-
(137).

Se ha visto que en la ejecucion
de apoptosis es especialmente im-
portante la proteina BAG-1 y el bi-
nomio Bcl-2/Bax; ya que BAG-1
contacta entre si proteinas implica-
das en la apoptosis para degradar
Bax por la accién de un proteasoma
(140).
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Bcl-2 actiia como antiapoptoti-
ca en determinados tipos celulares,
incluido el sistema inmune (124},
dependiendo de los niveles existen-
tes de BAG-1; ademas BAG-1 podria
actuar conjuntamente con otras
proteinas antiapoptoéticas, como Bcl
XL o con el producto del gen ced 9
[141). BAG-1 presenta una region
rica en ubiquitinas, muy conserva-
da, que se unen covalentemente a
diversas proteinas, para facilitar su
degradacion proteolitica {140).

Parece ser que otra de las fun-
ciones de dichas ubiquitinas, es ha-
cer reconocibles por las proteasas a
ciertas proteinas diana; asi BAG-]
podria unirse a Bcl-2, o a otras pro-
teinas unidas a Bcl-2, en contacto
con un proteasoma que participa en
la regulacién de la apoptosis celular
(138).

La heterodimerizacion se lleva
a cabo a través de las regiones de
homologia BH1 y BH2 y la region
amino terminal de Bcl-2, siendo ne-
cesaria para su heterodimerizacion
con Bax (136,137).

Se han realizado estudios don-
de se vio el papel antiapoptotico de
BAG-1, mediante transfeccion de su
gen en fibroblastos sometidos a de-
terminados estimulos inductores de
apoptosis, produciéndose un efecto
represor menor que €l ejercido por
Bel-2.

No obstante, la co-transfeccion
de BAG-1 y Bel-2 duplicé la protec-
cion que ejercia Bel-2 ante anticuer-
pos anti-Fas en linfocitos citotoxi-
cos, de ahi la importancia del estu-
dio de BAG-1 en la apoptosis.

La investigaciéon del intensifica-
dor del gen Bax ha permitido identi-
ficar cuatro sitios homoélogos a las
secuencias consenso de unién de
p53. Existe también una regién de
homologia, denominada BH3, situa-
da en la porcién central de la molé-
cula de Bax y Bak, que es esencial y
suficiente para la heterodimerizacén
con Bcl-2 y Bel-X 1, respectivamente
(137,142).

También existe relacién entre
la expresion de Bax y Bcl-2 en célu-
las sometidas a irradiacién en rela-
cién a la proteina p53. La irradia-
cion de diversos tipos celulares, per-
mite observar una induccion rapida
de los niveles de mRNA de GADD45
y de Bax en las células normales,
con respecto a células carentes de
p53 funcional. A diferencia de
GADDA45 y otros genes, Bax solo se
induce en las células normales en
las que se consigue apoptosis tras la
irradiacion, aunque en todas ellas
se ve descenso del mRNA de Bel-2 y
aumento de p53 [46].

Los ratones genéticamente de-
privados de la expresion de Bcl-2
son viables, pero mueren hacia la 32
semana de edad, con rifiones poli-
quisticos, hipopigmentacion del pelo
y desaparicion fulminante del siste-
ma linfoide, siendo mas sensibles
los linfocitos a la muerte por gluco-
corticoides o por radiacién gamma
(143,144).

Por su parte, los ratones gené-
ticamente deprivados de la expre-
sion de Bel-X no son viables y mue-
ren al 13% dia de gestacién, con
apoptosis neuronal masiva en cere-

Vol. 39(4): 323-358, 1998



338

Merino y Cordero-Campafa

bro, médula y ganglios, higado, y cé-
lulas hematopoyéticas.

Bcl-x mantiene la viabilidad de
células inmaduras durante el desa-
rrollo de los sistemas nervioso y he-
matopoyético; en tanto que Bcl-2 ac-
tha durante la diferenciacién de es-
tirpes linfoides del sistema inmune
{143).

Los ratones genéticamente de-
privados de Bax muestran también
aberraciones especificas de la apop-
tosis, especificas de linaje celular,
especialmente patentes en linfocitos
T y B, con hiperplasia de cé¢lulas de
la granulosa del ovario.

Mecanismo de acciéon apoptética
por proteasas especificas

La protedlisis que ocurre du-
rante la apoptosis es llevada a cabo
por proteasas especificas denomina-
das ICE -Interleukin-13-Converting
Enzyme-, purificada de células de
mamiferos y también es producida
por monocitos ante diversos estimu-
los proinflamatorios (145).

ICE es una cisteina proteasa,
muy conservada -idéntica casi al
producto del gen ced-3 en otros or-
ganismos, como el nematodo C.ele-
gans- y con poca homologia con res-
pecto a la superfamilia de las papai-
nas, sobre todo en residuos de Asp
proximos a residuos hidrofébicos
(146}). ICE esti compuesta por dos
subunidades p20 y pl0, siendo am-
bas imprescindibles para su activi-
dad, que es inhibida por reserpinas.
Su sitio catalitico reside en una Cys
287, dado que una mutacion en di-
cho residuo aminoacidico anula

completamente la funcién enzimati-
ca (147).

Se vio por mutagénesis y di-
fraccion de rayos X que el sustrato
se une entre estas dos subunidades
y que ambas se asocian formando
un heterotetramero (147) [ (p20)2
(p10) 2], en €l que la subunidad pl10
de una molécula se sitia frente a la
subunidad p20 de la otra, para for-
mar entre ambas un sitio activo,
que favorece la autocatalisis y su re-
gulacién. Ademds se ha identificado
Mch 2 como un nuevo miembro de
la familia de proteasas ICE (148,
149,150,151).

ICE por activacion autoproteoli-
tica se puede regular alostéricamen-
te a través de pl0/pl0, como confir-
man los estudios de complementa-
cibén entre mutantes y la completa
inhibicién de la actividad enziméatica
si se produce una mutacién en el re-
siduo cisteinico de la region cataliti-
ca.

Mecanismo de accién a través
de cisteinas proteasas

Se ha aislado y clonado en ce-
rebro humano, un gen denominado
Ich-1 (ICE and ced-3 homolog-1), si-
milar al gen murino nedd-2, miem-
bro de la familia ICE/Ced-3 e induc-
tor de apoptosis, y que puede inhi-
birse por Bel-2 (152,153]).

ICE, por splicing altermativo, da
lugar a dos proteinas funcionalmen-
te diferentes, ICH-1 1 (de 435 ami-
noicidos), cuya hiperexpresién in-
duce la apoptosis la cual se evita
con Bcl-2 (152} y ICH-1, que supri-
me la apoptosis inducida por depri-
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vacién de suero en cultivos de fibro-
blastos {149])

La secuencia deducida de Ich-1;
se parece todavia mas a la de Ced-3
que a la de ICE. El hecho de que
ICH-1 e ICE coexistan en las mis-
mas células sugiere que la gjecucion
de la apoptosis puede deberse a la
accién conjunta de varios miembros
de la familia ICE/Ced-3 (152},

Todas estas enzimas (ICE,
Ich-1/Nedd-2 o ICE rel 11/TX/Ich-2
y Mch-2} son capaces de escindir la
enzima PARP -Poli-ADP ribosa peli-
merasa- (153,154,155, 1586].

Se ha identificado en cultivos
de granulos cerebelares por hibrida-
cion histoquimica una proteasa
{(IRP} que se expresa en diversos teji-
dos: corazén, cerebro, higado, testi-
culos, entre otros, capaz de inducir
apoptosis en cultivos. IRP tiene una
gran homologia en la secuencia de
aminoacidos respecto a la proteina
CPP32 humana (154).

CPP32b en forma activa esta
constituida por las proteinas pl7 y
pl2, homdlogas de las subunidades
p20 vy pl0O de ICE, respectivamente
(153). La diferencia esencial con
ICE, al igual que ocurre con otras
cisteinas proteasas, radica en la re-
gion de reconocimiento del sustrato,
siendo los sitios de unién a Asp (si-
tios P1) idénticos, mientras que las
regiones P2, P3 v P4 son especificas
de sustrato; hecho crucial para su
accién biologica y su especificidad.
(149,155).

Sustratos de la apoptosis
Se ha asociado las alteraciones
nucleares y la activacién de las en-

donucleasas como la caracteristica
mds esencial de la apoptosis, siendo
la apoptosis un proceso que tiene
lugar en el nacleo y en el citoplas-
ma, con localizacion extranuclear de
Bcl-2, y de las proteasas ejecutoras
de apoptosis (155}, evitandose ésta
si se utilizan inhibidores de las pro-
teasas ICE.

1CE es capaz también de escin-
dir la enzima poli (ADP ribosa}-pol-
imerasa -PARP- (156) necesaria para
la vigilancia de la integridad del ge-
noma y la iniciacion de la repara-
cion del DNA. Ademds, se ha visto
que la activacion de la nucleasa in-
ternucleosémica, parece regularse
negativamente por poli-ADP- ribosi-
lacion (157].

En cuanto a la activacién de
las endonucleasas, ademas de la ya
resefiada regulacién negativa poli-
ADP-ribosilacién, la activacién po-
dria ser mediada a través de una
proteinasa de 24 KD, que se en-
cuentra 10 veces sobreexpresada en
células apoptéticas, con fragmenta-
cién internucleosomal caracteristica
del DNA en maultiplos de 180 pares
de bases. En linfocitos citotdxicos se
inducen también niveles de DNA asa
1 v DNAasa II. Se ha visto que du-
rante la apoptosis se escinde proteo-
liticamente la ribonucleoproteina Ul
{U1l, 70 KDa) por deplecidon de nu-
trientes, produciendo un fragmento
de 40 KDa por la accién de una cis-
teina proteinasa (Asp 229) (158).

Citoesqueleto y apoptosis

Durante la apoptosis se produ-
ce una degradacién de la estructura
laminar que reviste la cara interna
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(¢ 2 membrana nuclear, degraddn-

dose las lamininas A, B,y C (159},
por proteasas especificas de la fami-
lia PriCE/CPP32/Yama/Apopaina,
implicadas en la integridad de dicha
membrana nuclear.

La utilizacién de inhibidores es-
pecificos de la proteasa que escinde
las laminas, no impidi6é sin embargo
la degradacién oligonucleosémica
caracteristica del DNA, pero si blo-
quea la ruptura nuclear y el empa-
quetamiento de la cromatina con-
densada en cuerpos apoptoticos ca-
racteristicos de la fase final de apop-
tosis, siendo la fosfatidilserina un
marcador de membrana caracteristi-
co de apoptosis (161).

Se ha implicado a sustratos del
citoesqueleto y de la membrana ce-
lular en el proceso de formacion de
cuerpos apoptéticos -entre ellas la
actina - (157), degradandose las
actinas por proteasas ICE o simila-
res.

La activacion por proteodlisis ac-
tiva una proteina reguladora deno-
minada Gas-2, que produce retrac-
cién y colapso de la membrana am-
pular por alteracién de la actina
{162}). Dicha retraccion se ve favore-
cida durante la apoptosis por la fo-
drina -espectrina no eritrocitica-
{160), que se une a los monémeros
de (160} actina, la cual es también
escindida. La fodrina es activada por
calpaina, culminandose asi la apop-
tosis originada por otras cisteinas
proteasas (159). Asi, en linfocitos T
citotoxicos la via de sefnalizaciéon di-
recta es mediada por el sistema Fas
(163).

Como ejemplo de vias de apop-

tosis tomaremos el Sistema Fas/
AOP-1/CD95 de senalizacion apop-
totica en linfocitos, que representa
una via de transduccién apoptotica.

Sistema Fas/AOP-1/CD95:
sefializacién apopiética
en linfocitos

El sistema Fas/AOP 1/CD95 se
descubrié en células de linfoma B
utilizando como inmundgeno en ra-
tones atimicos (164). Tras clonarlos,
se comprobé que estos dos antige-
nos eran miembros de la superfami-
lia de los receptores de membrana
de los factores de necrosis tumoral y
de crecimiento nervioso (NGF} (165).

La homologia entre los miem-
bros de la familia se da en la region
extracelular, excepto en el caso de
Fas y de TNF-R1, cuya homologia se
da en la region estructural intracito-
plasmatica, sobre todo en una re-
gioén de 70 aminoacidos muy conser-
vada, que carece de dominios de se-
nalizacién pero que es necesaria y
suficiente para la transduccién de
las sefiales apoptéticas, denominan-
dosela regién de muerte (1686,167).

Fas también tiene una corta re-
gién de aminoéacidos en su extremo
carboxilico (15 aminoacidos], ausen-
te en TNF-R1, con funcién regulado-
ra negativa. FasL (168), ligando es-
pecifico de Fas, es una proteina de
membrana de tipo II, siendo la inte-
raccién con su receptor de tipo yux-
tacrino, con una estructura extrace-
lular homologa al TNF (164,166,
169).

Fas se expresa en muchos teji-
dos: timo, higado, corazén, pulmén,
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rinon, ovario y en linfocitos madu-
ros, cuya activacion estimula atn
mas la expresion de Fas, al igual
que ocurre en los linfocitos transfor-
mados por virus (HTLV-1, HIV, EBV])
y linfomas. En linfocitos T periféri-
cos la expresion de Fas es clave
para la apoptosis por mecanismos
autocrinos y paracrinos. Se ha com-
probado que el sistema Fas/ FasL
es operativo en linfocitos T CD4" y
CD8" a través de TNF ¢, a través de
FasL (170,171).

La sefializacién apoptética, tan-
to de Fas como de TNF-a comienza
con la estimulacién y probable tri-
merizacién del receptor Fas, por su
interacién con Fasl, trimero en so-
lucién, (171). TNF puede inducir
apoptosis y necrosis (169), existien-
do una gran semejanza entre los re-
ceptores TNF-R1 y Fas, especial-
mente en su dominio de muerte. In-
cluso la muerte inducida por TNF-
R1 es mas lenta que la inducida por
Fas (172).

Asi, cuando se incuban células
portadoras de Fas con anticuerpos
contra Fas, inmediatamente se de-
tecta actividad esfingomielasa y au-
mento de la ceramida, mediadores
del proceso apoptético, producién-
dose fosforilaciones por la actividad
tirosina quinasa, que son comunes
en las vias apoptoticas inducidas
por Fas y TNF (173).

En el caso de TNF-R1 se activa
una fosfolipasa C especifica de fos-
fatidilcolina, con produccién de DAG
{(diacilglicerol) {174,175}, que a su
vez activa la esfingomielasa acida,
que desdobla la esfingosona a cera-
mida, activando ésta iltima una se-

rina-treonina (176,177;
178,179).

En la necrosis, la reestimula-
cién de TNF-R1 da siempre lugar a
la activacibn del factor nuclear
kappa B (NF-KB), regulador de los
mecanismos de defensa e inflama-
cién, hecho que no ocurre en el caso
de Fas (174).

La inhibicion de la fosfolipasa C
impediria la muerte celular por ne-
crosis en el caso de TNF-R1, pero no
en el caso de Fas, cuyo mecanismo
apoptético no se afecta indicando
una via de sefializacién mas corta
para éste (176). La estimulaciéon de
las fosfolipasas C o D activa la pro-
teina quinasa C (zeta), a través de
DAG y la estimulacién de ésta, por
via directa con ésteres de forbol re-
duce la citotoxicidad por Fas. Esta
quinasa media la inactivacién de
1k-Ba inhibidor de NK-kB) (181}, que
se activaria con el aumento de la ce-
ramida, pero se inhibiria por un au-
mento mucho menor de ésta (180,
181).

quinasa

Influencia de factor de
transcripeién NF-KB en la
apoptosis

NF-KB podria ser un importan-
te regulador de la apoptosis. Se tra-
ta de una familia de factores de
transcripcién, Rel/NF-KB, (182) que
funciona en la induccién de una
gran variedad de genes celulares,
entre ellos las citoquinas, implica-
dos en respuestas de inmunidad
(183], en el estrés oxidativo v en la
glia (184).

La familia consta de dos miem-
bros, homélogos del oncogen v-rel,
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del virus de la reticulosis aviar, que
incluyen, por un lado las proteinas
precursoras, pl05 y pl00, que se
activan por protedlisis en pb0 (p50/
pl05, NF-KB1) y p52 (p52/pl00,
NF-KB 2]; y por otro lado, €l proto-
oncogen c-rel, p65 (Rel A) y Rel B,
en los vertebrados y Dif/Cif en Dro-
sophlila (182,185).

La proteina p65 actia como un
potente activador de la transcripcién
debido a sus dominios de transacti-
vacion, mientras que tanto p50
como pb52 carecen de dichos domi-
nios (186), interaccionando Becl-3
con ambeos, ya que Bel-3 estd impli-
cado en la interaccién con NF-KB
(187), debido a que codifica una pro-
teina nuclear que puede alterar la
localizacion de la proteina NF-KB.
(188).

Asi los embriones de ratas defl-
cientes en p65 (Rel A} no superan
generalmente los 15 dias de gesta-
ciébn y su muerte se acompafa de
una masiva apoptosis hepatica
{189], ya que la carencia de Rel A
origina practicamente sélo homodi-
meros pbO/pb0, represores de
Bcl-2. Ademas, la expresion de p65
activa la transcripcion del promotor;
mientras que la expresion de p50 la
reprime.

Por otro lado, se ha visto que la
proteina Bcl-3, reguladora del ciclo
celular, es capaz de regular la tran-
sactivacion de NF-KB (190) y tam-
bién esta implicado en el control del
ciclo celular (191].

Se ha descrito la presencia de
tres motivos esiructurales alternati-
vos reconocibles por NF-KB en los
promotores alternativos del gen

Bel-2, aunque solamente uno de
ellos, p2, es capaz de unirse especi-
ficamente con p50 (NF-KB 1) y p65
(Rel A), regulando de esta manera la
transcripcion basal (192)

Se ha visto que en tejidos resis-
tentes a la apoptosis, mediada por
Fas, existe una sobrexpresion de la
tirosina fosfatasa FAP-1, anclada a
la membrana, y asociada con Fas
(193) en la region de 15 aminoacidos
del terminal carboxilico, sin homolo-
gia en TNF-R1, definida como de re-
gulacién negativa. Existen otras pro-
teinas, TRADD (194), MORT1/FADD
{195,196) e IRP (154) con un domino
de muerte también semejante a su
dominio catalitico. TRADD se une
con TNF-R1, FADD con Fas exclusi-
vamente, mientras que IRP lo hace
fundamentalmente con Fas y mads
debilmente con TNF-R1 {195).

La hiperexpresion transitoria
experimental de cualquiera de ellos,
induce la muerte celular por apopto-
sis., TRADD presenta un dominio
homélogo de muerte, similar al de
TNF-R1 y un domino de activacién
de NF-KB, anulando mutaciones en
IRP la capacidad de inducir apopto-
sis, modulada por su otro dominio
con caracteristicas de proteina qui-
nasa. Se ha visto que las regiones
citoplasmaticas de Bcl-2 y TNF-R1
son capaces de hetero-oligomeriza-
cion (195).

Se ha observado que la apopto-
sis Inducida por Fas y TNF via cis-
teina-proteasas es impedida por
crmA, sugiriendo que ICE u otra cis-
teina proteinasa de la familia, tam-
bién inhibida, es la enzima ejecuto-
ra. (197)
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