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¢Un  reconocimiento biologico en boga, o un conocimiento necesario para el hematologo?

INTRODUCCION

..a modo de justificacion:

La inclusidn del término apoptosis como palabra cla-
ve para iniciar una bisqueda bibliogrdfica en cualquiera
de las bases de datos relacionadas a informacidn médico-
bioldgica trae aparejada a la fecha una lista integrada por
miles de trabajos recientes. Frente a esta situacion uno se
plantea hasta que punto es esto el fruto de una moda , como
suele ocurrir en el campo de la biologia cuando se toma
conocimignto de un nuevo mecanismo de probable aplica-
cidn general, o bien, por el contrario, es la resultante logi-
ca de la importancia del hallazgo. En este contexto surge
la cuestion de hasta donde tiene importancia su conoci-
miento para el hematdlogo prictico?

En esta sintesis se intentan tomar los aspectos prin-
cipales del tema y ofrecerlos al hematdlogo en modo mas o
menos ordenado para que sea él mismo el generador de sus
propias conclusiones. No pretende ser una revision exhaus-
tiva del tema, sino tan sdlo una presentacion compendia-
da facilmente leible.

Cuando en 1972, John Kerr y su grupo de traba-
jo buscaban una explicacién para la aparente para-
doja dada por el escaso crecimiento de carcinomas
basales con intensa actividad mitética (1), observa-
ron que numerosas células dispersas en el tumor
mostraban caracteristicas que las senalaban como
muertas, perc llamativamente, con un patrén
morfolégico y de distribucion diferente al de la
necrosis habitual. No supieron entonces como nom-
brar a ese fendmeno. Frente a la duda decidieron

consultar a los hombres sabios reunidos en la Escue-
la de Atenas. Estos, luego de prolongadas deliberacio-
nes, y atendiendo a que se encontraban en pleno oto-
fio, concluyeron que este proceso debia ser similar
al que ocurre naturalmente en las plantas en esa es-
tacion: el desprendimiento de las hojas innecesarias
que ayuda a la conservacion del individuo, sugirien-
do entonces el nombre de arorroots. Fig, 1.

Tal vez, Kerr ignoraba entonces cuanta tinta ha-
ria correr anos mas tarde. Lo cierto es que toda vida
termina con la muerte celular, y si las células nacen,
también viven y mueren. La cuestion aqui entonces
planteada es: cémo mueren? Durante muchos afios
se prestd gran atencién a la proliferacion celular
como expresion del crecimiento, sea del individuo
normal en todo y en sus partes, como en los tumo-
res. Ahora, la atencién se comparte con la muerte
celular como otro fendmeno regulador del recambio
celular normal necesario para el mantenimiento de
la homeostasis de los individuos pluricelulares.

A la apoptosis hay que entenderla como un me-
canismo biolégico de supresion de las células cuya
existencia ha perdido sentido en el contexto del in-
dividuo al que pertenecen

La apoptosis es una forma de morir de las célu-
las diferente a la necrosis: por su origen, bioquimica,
maorfologia, distribucidn y consecuencias para el teji-
do circundante. Es una muerte celular genéticamen-
te programada, normalmente responsable de la dele-
cion de células innecesarias en tejidos normales, pero
que también ocurre en el contexto patoldgico, ya sea
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Fig. 1. Escuelu de Atenas,

en forma espontanea o bien inducida por el trata-
miento. Incluso ciertos procesos de defensa norma-
les toman ventaja de este programa genético presen-
te en las células con el fin de suprimir células que
se han tornado potencialmente nocivas para el hués-
ped.

Muchas células adultas tienen esta carga gené-
tica suicida: de no recibir alguna senal que la res-
cate, espontaneamente se activa el proceso condu-
cente a su autodestruccion (asi como en la rima de
Becquer:.. silenciosa veiase el arpa [/ cuanta nota dor-
mia en su cuerda.../ esperando la mano de nieve [ que
sepa arrancarla..). Alternativamente, por ejemplo en
el sistema inmune, se presentan situaciones en las
que una célula mata activamente a otra inducién-
dola a la apoptosis por medio de una molécula
efectora.

La apoptosis es un proceso fundamental duran-
te el desarrollo de los individuos pluricelulares, in-
cluyendo los mamiferos, permitiendo la regresion
de tejidos que devienen innecesarios durante el pro-
ceso ontogénico normal (remodelacion del aparato
locomotor, involucion de los conductos mullerianos,
eliminacién neuronal por competencia de factores
tréficos, etcétera). También durante la vida adulta
normal, la apoptosis participa activamente en el

mantenimiento de la homeostasis individual. Por
ejemplo, en el timo, éste es el mecanismo de delecién
de células inmuncompetentes autorreactivas o que
no han encontrado razdén para subsistir (léase: en-
cuentro antigénico seguido de expansién clonal).

A continuacion se presentan algunos aspectos ba-
sicos esenciales de la apoptosis, para centrar luego
la atencidn en la participacién de este proceso de
muerte en el sistema hemopoyético.

MORFOLOGIA

Dado que el concepto de apoptosis comenzo a
partir de un aspecto morfologico, se puede estable-
cer este punto de partida para su andlisis.

Considerando en conjunto, el andlisis morfolagico
histolﬁgicn, ultraestructural, y dindmico en contraste
de fases, se describen los cambios morfoldgicos si-
guientes que se suceden durante el desarrollo del pro-
ceso de la apoptosis. Inicialmente se observa la pér-
dida de estructuras especializadas de la superficie ce-
lular, tales como microvellosidades o regiones de con-
tacto, y a nivel nuclear la compactacién de la
cromatina y su redistribucidn hacia la periferia nu-
clear formando semilunas granulares o cuerpos
toroides. Hay entonces tambien una reduccién del
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Fig. 1. Esquematzacion de los pasos en la apoplosis

voliimen celular acompanada de condensacidn cito-
plasmatica. La cromatina se segrega en masas
granulares finas. A la condensacion inicial le siguen
movimientos espasmaddicos de la superficie celular,
con aparente burbujeo y formacién de ampollas su-
perficiales, mientras se desarrolla la fragmentacion
nuclear en acimulos discretos de cromatina envuel-
tos por doble membrana nuclear. La célula continia
contorneandose irregularmente, y si bien las mito-
condrias permanecen intactas, el reticuloendo-

plasmatico se dilata v sus membranas se fusionan
con la membrana citoplasmatica. Las contorsiones
violentas de la célula siguen hasta la fragmentacién
citoplasmitica. Cada fragmento se encuentra carac-
teristicamente envuelto por membrana citoplas-
matica, v cada uno de ellos contiene una porcion del
citoplasma con algunas organelas citoplasmaticas
que se mantienen integras, pudiendo contener tam-
bién uno o mas restos nucleares picnéticos. Estos
fragmentos celulares condensados por deshidrata-
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Fig. 3. Diferencias para el tefido circundante entre la muerte accidental y
la apoplosis

cién se denominan cuerpos apotéticos y son recono-
cidos y fagocitados por las células del sistema
monocito-macriéfago (3,4, 5, 6). (Fig. 2). Desde el ini-
cio hasta la fagocitosis transcurren pocos minutos,
y una vez fagocitados los cuerpos apoptdticos, éstos
son digeridos en pocas horas.

Cuando se mira en conjunto el tejido en el que se
desarrolla este proceso, se pueden sefialar dos hechos
que distinguen claramente la apoptosis de la necrosis
o muerte accidental de las células: primero, las cé-
lulas apoptdéticas se encuentran distribuidas amplia-
mente por el tejido y no en focos sometidos a hipoxia
como en la necrosis (1), y segundo, la ausencia de
inflamacién circundante, Fig. 3. Esta ausencia de in-
flamacién tisular, parte de la razén de ser de la
apoptosis, es debida al hecho que el contenido
citoplasmdtico queda empaquetado en unidades dis-
cretas envueltas por membrana citoplasmatica, impi-
diendo de este modo la liberacién al medio de una
cantidad de sustancias potencialmente histotdxicas.
Mas atin, los cuerpos apoptdéticos son rdpidamente
eliminados del medio por los fagocitos profesiona-
les (4-6).

MECANISMOS MOLECULARES

A nivel nuclear, la fragmentacion se correlaciona
con la escision de la doble cadena del ADN a nivel
internucleosomal conduciendo a la formacién de
fragmentos que contienen muiltiplos de unidades de
alrededor de 200 pares de bases cada una. Esta frag-
mentacion del ADN es mediada por la activacion de
una endonucleasa, aparentemente —por lo menos en
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algunos casos- Ca / Mg dependiente. Esta endo-
nuclesa estd normalmente mantenida inactiva por
accion de una polyADPribosa polimerasa (PARP).
Cuando la PARP es degradada por cisteinproteinasas
activadas durante el inicio de la apoptosis se deja li-
bre el paso para la activacién de la endonucleasa. La
fragmentacién internucleosomal del ADN se ve re-
flejada cuando se realiza la electroforesis en gel del
mismo, ofreciendo un patrén en escalera que es ca-
racteristico (7, 8, 9) (Fig. 4).

Las modificaciones apoptéticas de la forma y el
volumen celular se atribuyen a la pérdida de agua y
electrolitos, y a la activacién de una transglutami-
nasa citoplasmdtica. La pérdida de agua pareciera
estar mediada por la activacién de un sistema de
cotransporte de sodio-cloro-potasio a nivel del
reticuloendoplasmitico. Mediante este sistema se
pierde al menos la mitad del agua celular, con con-
servacion de los elementos estructurales mas densos.
La activacién de la transglutaminasas determina la
formacién de entrecruzamientos de proteinas cito-
plasmdticas, formando un casquete debajo de la
membrana plasmitica, en el que participan proteinas
del citoesqueleto, contribuyendo a mantener la inte-
gridad inicial de la célula durante el primer tiempo
de la apoptosis y evitando el escape de contenido
citosdlico al medio circundante, Al menos el aumento
de la expresidén de genes de la B-tubulina se ha visto
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Fig. 5. Secuencia intracelular conducente a la apoplosis

en el tiempo inmediato previo a la apoptosis, segui-
da de un aumento de la proteina en el citoplasma
(10). Durante el proceso de reduccién del volumen
citoplasmatico se ve a la célula sufrir violentos mo-
vimientos que cesan cuando comienza la fragmenta-
cion celular en cuerpos apoptéticos

Regulacidén genética

El reconocimiento del hecho que la apoptosis es un
proceso genéticamente programado redobld el interés
de los investigadores por la misma.

Es interesante sefialar que una buena parte de
este conocimiento fue extraida de un nematode:
Caenorhabditis elegans . Durante su desarrollo, de un
total de 1090 células, 131 se pierden por apoptosis.
Se han identificado en el mismo 3 genes clave para
el desarrollo de la apoptosis, ced 3 y ced 4 se requie-
ren para que la apoptosis pueda proceder, mientras
que el tercer gen ced 9 es un regulador negativo de
la apoptosis (12, 13). Genes similares a ced 3 y ced 4
se han encontrado en mamiferos y parecen codificar
proteinas que representan efectores y reguladores de
la apoptosis provocada por diversos estimulos alta-
mente conservados durante la filogenia, Ced 3 se re-
laciona con una familia de cisteinproteasas de ma-
miferos, conocida actualmente como la familia ICE
(Interleukin 1 converting enzyme), porque su proteasa
paradigmatica es la enzima convertidora de IL1b. Asi
como ced 3 en nematodes, ICE juega un importante
papel en la regulacién de la apoptosis, indicando que
la misma implica la protedlisis de una o mas pro-
teinas blanco criticas (11). La familia ICE estd com-
puesta por un conjunto de proteinas que comparten
ciertas caracteristicas: todas son capaces de inducir
apoptosis cuando se sobreexpresan en las células, to-
das son sintetizadas como proenzimas, con un sus-
trato especifico para su escision, aunque pueda va-

riar el sistema operante para alcanzar su activacion,
La familia de cistein-proteasas ICE tiene a su vez una
familia de proteinas que actian como blanco de su
accidén, cuyo prototipo es la pro IL-1b y que incluye
ala enzima reparadora de ADN, PARF, lamins A, Bl,
B2 y C, GAS, PK Cd, SREBP1 y SREBP 2. Una vez
activados por escision, estos sustratos achian como
efectores de muerte (14, 15) Fig. 5.

El homélogo en mamiferos del gen ced-9 es aquel
dado por la familia del bel-2. Tal como ced-9, bcl-2
previene la apoptosis inducida por una diversidad de
estimulos. Experimentos bastante recientes parecieran
indicar que la familia bel-2 se sitia en posicién ante-
rior a la familia ICE en la secuencia de sefializacién
y que de alguna forma podria regular la actividad de
ICE. Todo parece indicar la presencia de pasos alta-
mente conservados a través de la evolucién filoge-
nética (16).

El gen bel-2 fue el primero en establecer una nue-
va clase de oncogenes: aquellos que en lugar de pro-
mover la proliferacién celular, protejen, en cambio,
de la muerte celular programada (17). Bcl 2 es una
proteina intracelular, localizada en las mitocondrias,
reticuloendoplasmatico liso y membrana nuclear. La
porcion carboxi terminal achia como ancla para unir-
se a la membrana externa mitocondrial y es la via de
sefalizacién, quedando la mayor parte del poli-
péptido expuesto a la proteolisis en citosol celular

Se sabe que esta es una familia de proteinas con
un niimero creciente de integrantes. Algunas de ellas
participan de la capacidad antiapoptdtica de Bcl-2
(Bcl-X1) mientras que otras, por el contrario, mues-
tran capacidad proapoptética, (Bax, Bad, Bak). En
todo caso, para iniciar la sefializacién intracelular se
requiere siempre de la dimerizacién proteica, depen-
diendo entonces de la forma en que ésta se realice el
resultado para la célula. Bax es la proteina acompa-
nante natural de Bel-2. Con la formacidn de un
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heterodimero Bel-2 / Bax, la relacion de proporcién
entre ambos es critica. Si se establece una homo-
dimerizacién entre dos moleculas Bcl-2, se previene
la apotosis, si en cambio la dimerizacién se realiza
entre dos moléculas Bax la sefal resultante sera
proapoptdtica

Bl X es otra proteina homéloga de Bcl-2 que tie-
ne una semejanza llamativa con la porcién formadora
de poros en membranas de ciertas toxinas que actian
como canales para proteina o iones (18). Una canti-
dad de evidencias se estdn acumulando para impli-
car a esta familia de proteinas en la formacién de ca-
nales en la membrana mitocondrial, que permitirian
la emigracién de citocromo-c, el que a su vez presen-
ta capacidad de activar caspasas. A pesar de la impor-
tancia de esta capacidad, no seria la tinica forma de
esta familia de regular la vida celular. Al menos dos
proteinas de la familia: Bcl-2 y Bel-X se han encontra-
do capaces de coprecipitar otras once proteinas, en-
tra las que figuran proteinas asociadas a oncogenes
ras y p 53, ambos activos participantes en la regula-
cidén celular.

Bad es otra proteina integrante de la familia, si
bien estd poco expresada en las células del sistema
hemopoyético, posee la capacidad de neutralizar el
efecto antiapoptético de bel-2 y particularmente de
Bel-X1 al heterodimerizarse con ellos (19). Su activi-
dad depende del estado de fosforilacién, pues al
fosforilarse, la proteina es traslocada de la membra-
na de las organelas al citosol celular.

En conjunto, el resultado de la accién de las pro-
teinas de esta familia depende del modo en que se
realiza la dimerizacion, apareciendo la regulacion del
transporte a través de las membranas de las orga-
nelas citoplasmdticas (mitocondrias, reticuloendo-
plasmdtico) como el principal mecanismo de accién.

p53: este gen, conocido como el guardidn del
genoma (20), es el encargado de prevenir la amplifi-
cacién del dafio cromosémico. Cuando el ADN de
una célula sufre una mutacion, sea espontdnea o in-
ducida por una injuria ambiental, la p53 se fosforila
actuando como factor de transcripcién y detiene el
ciclo celular en G,, permitiendo la accién de enzimas
que reparen la mutacién. Una vez realizada la repa-
racién, la defosforilacién de p53 permite a la célula
continuar en ciclo. Si por el contrario, el dafio fue de
tal magnitud que el ADN no se puede reparar, p53
induce a la célula a entrar en apoptosis, previniendo
asi la replicacién de un ADN alterado (21, 22).

Se dijo que se presentan situaciones en las que al-
gunas células inducen activamente la apoptosis de
sus células blanco mediante moléculas efectoras.
Para ello se hace necesario que las células blanco
presenten un receptor para esas moléculas. El prin-
cipal receptor vinculado a esta actividad fue identi-
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Fig. 6. Receptor FAS y via de transduccidn intracelular en oélulus linfoides
T,CD44

ficado y nombrado como receptor FAS (Apo o CD 95)
y su ligando como FAS-L (23). Este receptor perte-
nece a la familia de los receptores de la muerte, cuyo
prototipo es el receptor para el Factor de necrosis
tumoral (TNF). La porcién extracelular de este recep-
tor estd constituida por tres dominios ricos en
cisteina. Mientras que esta porcién se encuentra re-
presentada en todos los integrantes de la familia, la
porcién citoplasmatica del receptor es similar sélo
en dos casos, el receptor para TNF 1 y el receptor Fas.
Esta porcién es necesaria y suficiente para la
transduccién de la senal apoptética y se la designa
como dominio de la muerte. Se han clonado los
genes e identificado un nimero de proteinas que
actidan como transductores intracelulares de la sefial.
Al menos tres proteinas presentan un dominio de 80
aminodcidos capaz de dimerizarse con la porcién
citoplasmadtica de los Receptores Fas y TNF: FADD
(Fas asociated death domain), RIP (Fas R inferacling
protein) y TRADD (TNF receptor asociated death
domain). Estas proteinas se unen a una proteasa del
tipo ICE, llamada MACH/FLICE, que a su vez sigue
la cascada de activacion de caspasas (24, 25) (Fig. 6).

La expresidn de Fas R es pasible de regulacién, y
puede ser sobreexpresado por exposicion de las cé-
lulas a IFNy v TNF .
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El ligando para Fas fue purificado como una pro-
teina de pm 40 kd, y es codificado por un gen ubica-
do en el cromosoma 1 en el humano y el ratén, y
células T activadas muestran expresién de mRNA
para el mismo. Fas L se puede encontrar soluble o
bien unido a membranas celulares

SECUENCIA PROPUESTA:

Se puede postular que a la apoptosis se puede lle-
gar por dos vias principales:

- Una espontdnea, en la que la ausencia del ele-
mento de rescate deja libre el paso para la continua-
cién del programa genético de la célula conducente
a la apoptosis

- La otra, en la que células genéticamente
suceptibles a la apoptosis, son activamente inducidas
a la misma por la activacion mediada con una sefal
sobre el receptor especifico (FAS L > FAS R)

A partir de cualquiera de las dos vias, se desen-
cadena una secuencia que implica inicialmente la ac-
tivacion de una caspasa, la que a su vez activa un
sustrato, el que se activa o se convierte en un efector
de la muerte celular, este esquema se sintetiza en la
figura siguiente:

Deprivacién de FC

Ausencia de encuentro

con Ag \ Efector

Sobreexpresidn genica Caspasa — Sustrato — de
muerte

Estimulo activo: L-R ( ms)//

LA APOPTOSIS EN LA REGULACION CELU-
LAR DEL SISTEMA HEMOPOYETICO

El sistema hemopoyético constituye la fina expre-
sidn de una respuesta bioldgica a la necesidad recu-
rrente de producir nuevas células diferenciadas. Este
sistema capaz de adaptarse eldsticamente a las exigen-
cias impuestas, se encuentra bajo un mecanismo de
regulacion en extremo delicado y sensible. Ademas de
contar con la regulacién de la proliferacién y diferen-
ciacién celular, pareciera que la apoptosis desempe-
fia un papel importante como mecanismo de limita-
cién de la sobrevida celular (26, 27). La apoptosis es-
taria regulada tanto por sistemas paraacrinos de
interaccién entre células en contacto, como por la ac-
cion de una cantidad de mediadores quimicos solu-
bles secretados por células: las citoquinas (28). En
general, las citoquinas extienden la sobrevida celular
inhibiendo la apoptosis (29). Por ejemplo, en siste-
mas de cultivo se ha podido observar que la mayo-
ria de los factores de crecimiento hemopoyéticos ( Il-
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3, eritropoyetina, G-CSF, GM-CSF), ademds de esti-
mular la proliferacién celular, son necesarios para
evitar la apoptosis de las células (28). Por el contra-
rio, TGFb es capaz de inducir la apoptosis de célu-
las de linea mieloide y de precursores hemopo-
yéticos (30). Se ha puesto en evidencia que TGFj
deregula la expresion en superficie del c-kif, el recep-
tor para el factor de crecimiento de células madre
(SCF) en precursores hemopoyéticos muy tempranos
(31), deprivdndolos de un factor de sobrevida esen-
cial, el que al faltar no inhibe la apoptosis gené-
ticamente programada. También TNFo e IFNY ten-
drian un efecto proaoptético y parecerian actuar es-
timulando la sintetasa de éxido nitrico (ON) con
aumento de produccidn lo que a su vez promoveria
la apoptosis celular, Ambas citoquinas producirian
también la expresién del Fas R en precursores CD
34+ que constitutivamente no lo expresan (26, 32).

En lo concerniente a la participacion del oncogen
bel-2 y el conjunto de proteinas que integran su fami-
lia se ha intentado estudiar su participacién en la re-
gulacién de la hemopoyesis normal. En estudios fun-
cionales se podido observar que la sobreexpresién
constitutiva de bel-2 suprime la apoptosis inducida
por la remocién del factor de crecimiento en lineas
celulares (33). La expresion de bel-2 y Bel-x se
correlaciona en forma inversa con la posibilidad de
evolucién a la apoptosis de las células hemopo-
yéticas. Tanto bcl-2 como bel-x son expresados en
precursores inmaduros, particularmente durante el
periodo embrionario y pareceria participan activa-
mente en la regulacién de la sobrevida de estos pre-
cursores durante la embriogénesis.

En conjunto, las citoquinas parecieran modular
la expresién diferencial de los genes reguladores de
la muerte en las células hemopoyéticas mas tempra-
nas (27). Por ejemplo, experimentalmente se ha vis-
to que [L-3 mantiene la expresidon de bel-2, y cuando
se retira la IL-3, se deregula la expresién de bel-2 y
las células mueren por apoplosis, mientras que la
aplicacién de GM-CSF a mieloblastos leucémicos es-
timula la sobreexpresién de Bel-x confiriendo resis-
tencia a la apoptosis inducida por la aplicacién de
quimioterapia.

El andlisis de los mecanismos participantes en
la regulacidn de la apoptosis por medio de citoquinas
en las células hemopoyéticas ha conducido a una di-
seccion molecular de los mecanismos de trans-
duccién intracelular que utilizan normalmente los
receptores para los factores de crecimiento. Bdsica-
mente, existen dos tipos de receptores: aquellos que
poseen actividad de tirosinquinasa intrinseca (SCF,
M-CSF) y los que sin poseer esta actividad activan
moléculas adyacentes con actividad de tirosinqui-
nasa sobre residuos de tirosina (IL-3, GM-SE, Epo)
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Fig 7. Receptores para ciloquinas y mecanismos de transduccidn intracelular

(34). Estos receptores son heterodiméricos, con una
cadena especifica para el ligando y una subunidad
B comiin. Habitualmente para el inicio de la trans-
duccién de la sefial se hace necesaria la dimerizacién
de cadenas B. Ahora bien, el andlisis molecular de
esta cadena P ha permitido reconocer en ella dos
dominios, uno proximal y uno distal con distinta
capacidad funcional. El dominio proximal actuaria
activando proteinas reguladoras de la familia Janus
(Jak) con actividad de tirosinquinasa sobre tirosina
y capacidad de inducir la expresién del oncogen
c-myc que achia como factor de estimulacién nuclear

estimulando la sintesis de ADN (35). El dominio
distal es responsable de la fosforilacién de tirosina
induciendo la expresién de los oncogenes, c-fos, c-jun
y estimulando la via de sefializacién dependiente de
la proteina p21-ras, (Fig 7). Se ha observado que este
dominio, es el que tiene la capacidad de suprimir la
apoptosis, prolongando la viabilidad de la célula,
También se ha puesto en evidencia la capacidad de
este dominio intracelular de la cadena B de los recep-
tores para estimular la expresién de bel-2, resultan-
do su accién en funcién del modo de dimerizacién
de las proteinas de esta familia Un mecanismo ope-
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Fig. 8 Activacidn de la sefial por activacidn del receptor FAS en posicidn trans o cis en células linfoides

rante en forma similar se ha podido sefialar para el
receptor de la eritropoyetina.

En conclusién se puede decir que las citoquinas
actuantes en la regulacién de la hemopoyesis parti-
cipan no sélo en la regulacién de la proliferacion y
diferenciacién celular sino también en la regulacién
de la apoplosis. Los efectos de cada uno de los me-
diadores sobre un tipo celular pueden ser opuestos,
dependiendo su accién del estado de maduracion de
la célula blanco.

Donde se hace mas evidente la participacion del
proceso de apoptosis para el mantenimiento de la
homeostasis es en el sistema inmune, cuyo sustrato
celular es otorgado por el tejido linfoide, (36, 37).

Si bien todas las células linfoides normales se
originan en la médula ésea a partir de un precursor
comun, las células T migran al timo para su ulterior
maduracién adquiriendo el fenotipo CD4 o CD8 (38).
Para ello pasan por un estadio previo de doble
positividad CD4+ CD8+, con capacidad de reactivi-
dad diversa. De hecho es en el timo donde se pro-
duce la delecién de clones autoreactivos, capaces de
reconocer epitopes propios en contexto del propio
HLA (seleccidn negativa) (39, 40). Pues bien, de to-
das las células que ingresan al timo, el 95% muere
por apoptosis y tan sélo el 5% alcanza los drganos
linfoides periféricos como células linfoides maduras.
Pareciera que esta apoptosis es mediada por un me-
canismo tinico al tejido linfatico: la expresion de re-
ceptor y ligando Fas, al menos por dos vias princi-
pales, la expresién en trans del L y R en células se-
paradas, pero espacialmente yuxtapuestas, o alterna-
tivamente, la expresion en cis de ambas moléculas en
la misma célula (23). (Fig. 8).

El mismo sistema de sefializacion participa en los
mecanismos de citotoxicidad mediado por células.
Tanto los linfocitos citotdxicos, como las células NK
o las células activadas por linfoquinas inducen la
apoptosis de sus victimas a los pocos minutos del
contacto. Al menos dos mecanismos parecieran ope-
rar para obtener la destruccion del blanco. El prime-
ro es el secretorio. En este caso la perforina, protei-
na granular de estos tipos celulares, se secreta al con-
tacto con la membrana de la célula blanco. Granzy-
me, cosecretado junto a la perforina, se introduce a
través de los canales abiertos por la perforina en la
membrana celular de la célula blanco, estimulando
la apoptosis a traves de la activacién del sistema de
caspasas (24).

El segundo mecanismo, no secretorio, implica la
expresién del ligando Fas en la célula efectora, que
se acopla al receptor Fas en la célula blanco. La unién
del L al R desencadena la secuencia de apoptosis
propuesta, gatillando una secuencia de activacién
sucesiva de proteasas y sustratos (23, 24).

Otra diferencia que se puede sefialar entre ambos
mecanismos estd dada por la participacion del Ca++.
En el mecanismo habitual secretor, junto con la secre-
cién de perforina y granzymes, se hace disponible en
el sitio una cantidad de Ca++ necesario para la
polimerizacién de la perforina y mantenerla unida a
la membrana. En cambio, el mecanismo de activacion
de la apoptosis mediada por la union del L al R Fas,
pareciera ser del todo Ca++ independiente (24).

Pese al la diferencia en el mecanismo de activa-
cién, una vez gatillada, la secuencia de sefalizacion
intracelular mediada por activacién de caspasas pa-
reciera ser la misma en ambos casos
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El sistema Fas L./Fas R aparece como esencial en
el sistema inmune: no sélo se emplea para la delecién
de clones autoreactivos, como mecanismo de citoto-
xicidad para controlar la proliferacién de células que
expresan epitopes virales- o eventualmente neopldsi-
cos- sino que tambien pareceria participar en el es-
tablecimiento de los llamados santuarios del sistema
inmune, tal como la cdmara anterior del ojo. En este
sitio, la expresién del Fas L controlaria la ejecucién
de células linfoides activadas que expresan el recep-
tor, permitiendo la sobrevida de injertos incompati-
bles instalados en ese sitio.

No sélo los linfocitos mueren por apoptosis.
Tambien los polimorfonucleares no utilizados en su
funcién primaria de defensa son eliminados por
apoptosis en un intento de evitar el dafio tisular im-
plicito en el potencial téxico del contenido neutrofilico
en tejidos sanos. Si bien en algunos experimentos se
ha sefialado la expresién del receptor Fas en PMNs,
no se ha aclarado aiin la via por la que se desenca-
dena el mecanismo de apoptosis en estas células (41).
Se ha visto que los macréfagos utilizan el receptor
para vitronectina para reconcocer PMNs envejecidos,
pero ademads, el cambio de la simetria normal de la
membrana celular, con la expresién en superficie de
fosfatidilserina, constituiria otro mecanismo de reco-
nocimiento por parte de los macréfagos. Otro hecho
interesante para senalar en este punto es que los fac-
tores de crecimiento especificos de linea G y GM -
CSF actdan inhibiendo o retardando la apoptosis en
PMNs. Este efecto es compartido por el Interferon y
y por los glucocorticoides. En este caso, se puede
especular que constituye otro mecanismo para expli-
car la neutrofilia observada asociada al uso de
glucocorticoides.

A MODO DE CIERRE

Hasta este punto se han presentado algunos as-
pectos esenciales bdsicos pertinentes a este proceso
dado en llamar apoptosis, y luego se ha visto algo
de su participacién en la regulacién de la homeos-
tasis del sistema hemopoyético normal. Tal vez lo ex-
puesto alcance para comprenderlo, y justificar asi
tanto que se escribe. Pero, mas aiin, el andlisis po-
dria continuar, pues son cada vez mas numerosas y
frecuentes las publicaciones concernientes a la par-
ticipacién del proceso de apoptosis en la patogenia
de la patologia hemopoyética. Bien, ésta seria otra
historia..., ya con peso propio suficiente...
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