La necrosis, un mecanismo requlado de muerte celular

Maria Elena Ramirez Agudelo,?* Mauricio Rojas Lépez'?

RESUMEN

Con base en criterios morfoldgicos y bioquimicos se han definido tres clases de muerte celular:
apoptosis, autofagia y necrosis. La primera es una muerte celular regulada, mediada principalmente
por caspasas; en la autofagia ocurre formacion de vesiculas que se fusionan con vacuolas hidroliticas
para degradar organelas intracelulares alteradas. En cuanto a la necrosis, se la ha definido
tradicionalmente por la ruptura de la membrana citoplasmatica con salida del material intracelular
lo que desencadena una reaccién inflamatoria localizada; los mediadores pueden variar dependiendo
del tejido: lipasas, proteasas y endonucleasas. Las actividades celulares intrinsecas y los eventos que
preceden al colapso celular definen el tipo de dafo. Pero el hecho de que los tres tipos de muerte
celular puedan coexistir y la ocurrencia de necrosis incluso en presencia de ATP hacen pensar que
esta es un evento menos pasivo y que hasta cierto punto se puede regular la induccién del dafo. Las
alteraciones en la estructura de proteinas y en la actividad de proteasas, lipasas y endonucleasas en
presencia de sus cofactores, asociadas con Ios mecanismos intrinsecos de regulacion celular permiten
pensar que cada célula puede tener su propio arsenal para producir los eventos designados como
necrosis (recientemente denominada parapoptosis). En este articulo se revisan algunas de las
evidencias sobre la regulacién durante la necrosis en diferentes modelos celulares.
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SUMMARY

Necrosis, aregulated mechanism of cell death

Three types of cellular death have been defined by morphological and biochemical criteria: apoptosis,
necrosis and autophagy. Apoptosis is a regulated cell death, mainly mediated by caspases; autophagy
induces degradation of intracellular damaged organelles through the formation of vesicles that fuse
with hydrolytic vacuoles. Necrosis has been traditionally defined by the rupture the cytoplasmic
membrane with subsequent release of intracellular material, triggering localized inflammatory
responses.
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Intrinsic cellular activities and the events preceding
cellular collapse are critical to determine the type of tissue
damage. The fact that all three types of cellular death
can coexist in any organ and tissue with different
availabilities of ATP suggests that necrosis can be
conceived as an active event and that to some extent it
may be regulated. Alterations in the structure of proteins
and in the activity of different proteases, lipases and
nucleases, indicate that each cell may have its own
arsenal to trigger the events leading to necrosis. In this
article we review some of the evidences on cellular
regulation during necrosis.

Key words
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INTRODUCCION

Histéricamente, por criterios morfoldgicos y bioquimicos,
se han definido tres clases de muerte celular: la apoptosis,
la autofagia y la necrosis.' La apoptosis es una muerte
celular regulada fisiolégicamente, cuyos principales
mediadores son proteasas denominadas caspasas; la
autofagia! media la degradacién de organelas
intracelulares alteradas con formacién de vesiculas que
se fusionan con vacuolas hidroliticas."*” La necrosis se
ha definido como la serie de eventos que conducen a la
ruptura de la membrana citoplasmaética y la consecuente
salida de material intracelular lo que desencadena una
reaccion inflamatoria; algunos patélogos la definen como
los eventos ulteriores a la muerte celular.'#® Ademas, los
fendmenos relacionados con la necrosis se fundamentan
en la observacion directa de los tejidos muertos, con
tinciones que evidencian las huellas postrimeras de la
muerte."*

Se ha entendido la necrosis como una muerte celular no
controlada que promueve reacciones inflamatorias en
los tejidos circundantes y puede favorecer la
diseminacién de patdgenos en un hospedero susceptible.
Diferentes estudios la replantean como un fendémeno
“esencial y anunciado”, muestran que ocurre durante la
ontogenia y que puede ser regulada por vias que no son
tan entendibles como las de la apoptosis. Se ha descrito
la necrosis inducida por deficiencias de ATP en la isquemia
y cuando hay alteraciones de las funciones dependientes
de oxigeno y del ciclo de los acidos tricarboxilicos.® Las

células bajo condiciones de anoxia quedan a expensas
del suministro de energia a partir de la glicélisis, si es
viable, y de la degradacion de sustratos enddgenos con
minimo consumo de ATP y de oxigeno.® Esto reduce la
actividad de la cadena transportadora de electronesy el
pH intracelular, lo que generalmente esté asociado a la
acumulaciéon de acido lactico y a alteraciones en las
bombas de hidrogeniones, desensamble de ribosomasy
cese de la sintesis de proteinas.*%'°

No solo la isquemia puede causar deficiencias de ATP
Durante la reperfusion, y bajo condiciones de estrés, se
producen especies reactivas de oxigeno (ROS, por su
sigla en inglés) y se afecta la estequiometria entre el
oxigeno y los sustratos que generan ATP durante la
oxidacion, induciendo la modificacién estructural de
componentes enddgenos. Tempranamente hay
alteraciones en la transicién de la permeabilidad
mitocondrial como hiperpolarizacion y despolarizacion
que [levan a la disminucion del ATP y la aparicion de la
necrosis.'"'?

La entrada de calcio ocurre por alteraciones en el
equilibrio idnico ulteriores al déficit de ATP EI calcio
elevado favorece la actividad sostenida de enzimas que
dependen de €l como cofactor, y las alteraciones en la
fuerza idnicay el pH modifican la capacidad de procesar
los sustratos naturales y se puede favorecer la
degradacion inespecifica'> mediada por ATP-asas,
proteasas, endonucleasas, exonucleasasy fosfolipasas.
Estas tiltimas, aunque participan en la reparaciéon, pueden
lesionar la membrana celular.>'*'® Las isoenzimas de la
fosfolipasa A-2 (PLA2, por su sigla en inglés) constituyen
otro grupo de enzimas que pueden estar activas
independientemente de la presencia de ATR!'"% Algunas
isoenzimas participan en la reparacion de las membranas,
pero las formas secretadas pueden mediar el dafio de
los fosfolipidos estructurales, causando pérdida de la
integridad de la membrana. Se ha considerado que el
aumento de las ROS también puede ser determinante
en la induccién de necrosis. Las ROS tienen diferentes
blancos celulares y pueden inducir muerte celular
mediante dafio del ADN y peroxidacién de lipidos: esta
ultima es el principal evento para la activacidon continua
de las PLA2 dependientes de calcio.®*

El reconocimiento de las células necrdticas o de sus
fragmentos, asi como la presencia de proteinas
modificadas y de chaperonas, puede inducir una
variedad de sefiales proinflamatorias en los monocitos,
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macroéfagos y células dendriticas. Ademas, la presencia
de polimorfonucleares neutrdfilos puede acelerar el dafio
tisular cuando estas células activen sus mecanismos
efectores.>®'*' Si no se controla adecuadamente, la
necrosis contribuye a la persistencia de la inflamacion y
al dafio del tejido como se observa en la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y en el Iupus
eritematoso sistémico (LES).

Existen evidencias que muestran a la necrosis como un
evento que puede ser regulado. Algunos la plantean como
un accidente, pero ella ocurre durante el desarrolloy en
el mantenimiento de la homeostasis; por ejemplo, la
muerte celular de los condrocitos facilita el crecimiento
de los huesos, y la de células epiteliales del colon humano
facilita que alcance su volumen; pero también se asocia
a los procesos inflamatorios crénicos de la poliposis
adenomatosa,® y ademas, en el céncer, favorece la
angiogénesis, el crecimiento tumoral y las metdstasis al
inducir la expresion de factores que propician Ia
migracién celular.?” En el caso de la muerte de los
condrocitos, se observan ruptura de la membrana
citopldsmica, salida de material citopldsmicoy presencia
de ADN fragmentado en el citosol; todo ello hace que
este tipo de muerte sea mas compatible con necrosis
pese a que hay actividad de las caspasas 3y 9, lo cual
sugiere que después de la iniciacién de la apoptosis se
puede desencadenar una necrosis secundaria, o que la
misma condroptosis pueda constituir este tipo de muerte,
salvo que en ella, y a diferencia de la necrosis, hay
autofagia que permite la autoeliminacién.® En esta
revision descriptiva y narrativa, con articulos disponibles
en PubMed, se plantea la necrosis como un evento
fisioldgico regulado, pero la incapacidad de regularia,
como en el caso de la apoptosis, es la que se asocia con
enfermedades. Es conveniente entonces romper con
algunas premisas, ya que la ausencia de gasto energético
no es condicidén para que se inicie.

APOPTOSIS, AUTOFAGIA Y NECROSIS
Apoptosis

La apoptosis es un proceso activo en el que se consume
ATP mediado primordialmente por caspasas (cisteinil-
aspartato proteasas)."? Las caspasas se activan después
de la permeabilizacién de la membrana mitocondrial, la
activacion de receptores con dominios de muerte capaces
de reclutar procaspasas y la acumulacion de proteinas
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mal plegadas en el reticulo endoplasmico."? En cuanto a
los cambios morfoldgicos, la apoptosis se caracteriza por
condensacion de la cromatina y fragmentacion del nicleo
y del ADN, dando origen a los cuerpos apoptoticos que
contienen material celular degradado.

La apoptosis es esencial para el desarrollo y homeostasis
de los tejidos, participa en la respuesta inmune y en
general en todos los procesos fisioldgicos. A diferencia
de la necrosis, en la mayoria de los casos la apoptosis no
desencadena una respuesta inflamatoria. Algunos han
acufiado el término piroptosis para definir la muerte
celular debida a la activacion de la caspasa 1, la cual estd
directamente relacionada con el procesamiento de las
interleuquinas IL-1P e IL-18.* Los cuerpos piroptéticos
estén asociados con procesos inflamatorios pero no estan
claras las diferencias en el reconocimiento de los cuerpos
apoptoéticos y los piroptdticos ni las consecuencias que
esto tenga en la respuesta inmune.?

En condiciones normales, las células fagociticas, sean
concurrentes al sitio de la muerte o espectadoras
presentes en el momento en que se produce reconocen
y eliminan los cuerpos apoptéticos; en este proceso, la
unién de dichos cuerpos a receptores que reconocen la
fosfatilserina induce, en fagocitos mononucleares,
activacion M2, produccién de citoquinas comolaIL-10y
el TGFP que potencian las funciones de los mismos
fagocitos, reclutamiento de fibroblastos y reconstrucciéon
de la matriz extracelular, ' lo que permite la reparaciéon
del tejido® y la activacion de células B reguladoras.® Sin
embargo, sensores de &cido urico activan el inflamosoma
en la necrosis secundaria previniendo la activacion M2 y
la de células reguladoras.®

Autofagia

Es un proceso lento que inicialmente afecta a organelas
y compartimentos celulares. Durante la autofagia algu-
nas porciones del citoplasma quedan aisladas dentro de
una vacuola de doble membrana y son digeridas por
hidrolasas lisosomales."®*'** Este mecanismo es induci-
do en condiciones microambientales adversas limitantes
de nutrientes y cuando se debe remover una organela
con alteraciones funcionales.' Se acepta que la autofagia
es el mecanismo que gobierna adaptaciones tisulares
como la atrofia, en la que se reducen el volumen celular
y la funcién del érgano.'® Hay dos tipos de autofagia: la
microautofagia definida como la absorcién del citoplas-
ma dentro del [isosoma o de una vacuola, en el caso de
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las levaduras. AUn no se ha caracterizado bien este tipo
de autofagia en células animales ni se ha identificado
cudles son las proteinas que participan en ella. El segun-
do tipo es la macroautofagia, en la cual se presenta cata-
lisis de proteinas como una estrategia de supervivencia
en condiciones de baja disponibilidad de aminodacidos.'*
Las vacuolas autofagicas se forman inicialmente a partir
de las membranas del reticulo endopldsmico que rodea
una region del citoplasma. Esta estructura forma una
doble membrana que se fusiona con endosomas tardios
y lisosomas, generando un autofagolisosoma, donde fi-
nalmente se degradan las proteinas u organelas que
habian sido autofagocitadas.”?** La acumulacién de
autofagosomas y autolisosomas es un marcador
morfolégico de la macroautofagia.

No estd clara la relacién entre apoptosis y autofagia pues
aungue ambas son mecanismos desencadenados cuando
la célula estd en condiciones de estrés, no se sabe a
ciencia cierta si presentan un vinculo funcional como se
ha sugerido al considerar que cuando la célula no tiene
sustratos para aprovisionarse de energia puede
desencadenar la apoptosis.'*** Se acepta que la autofagia
previene o retarda la apoptosis mediante induccion de
proteinas de tipo Bcl-2 (por la sigla en inglés de B-cell
Iymphoma 2).* La autofagia media la involucion de
estructuras atdvicas en Drosophila melanoganster.5*'3°

Necrosis

En la necrosis hay ganancia de volumen celular (oncosis),
ruptura de la membrana plasmaética y salida del material
intracelular.>" Desde el punto de vista morfologico se la
ha definido como el espectro de cambios post mértem
en un tejido por la accidon progresiva de enzimas propias
de las estructuras lesionadas." El aspecto de las células
necroticas resulta de la desnaturalizacion de proteinasy
de la digestion enzimética autolitica o heterolitica. Por
microscopia electrénica se observan soluciones de
continuidad en las membranas plasmatica y las organelas
y marcada dilatacién mitocondrial con apariencia de
grandes densidades amortfas. Los anélisis histologicos
evidencian células eosinofilicas por la unidon mas fuerte
de la eosina con las proteinas citoplasméticas
desnaturalizadas y por la pérdida de la basofilia del
citoplasma debida a los &cidos nucleicos.

Los cambios nucleares se deben a la fragmentacion
inespecifica del ADN: entre ellos se han descrito: picnosis
nuclear o pérdida de volumen, ligera condensacién del
ADN, aumento de la basofilia nuclear, llamada cariorrexis,
y caridlisis cuando ya no se detecta estructura
cromatinica.'® Algunos de estos cambios se pueden
observar pre mortem en las células apoptoticas. Las
diferencias basicas entre necrosis y apoptosis, en las que
se incluye la autofagia como evento desencadenante, se
presentan enlatablan.® 1.

Tablan.° 1. Diferencias basicas entre apoptosis y necrosis

Necrosis

Caracteristica Apoptosis
Estimulo Fisioldgico
Efecto Selectivo sobre la célula

Reversibilidad

Hasta la activacion de las nucleasas

Fisioldgico y patoldgico
Afecta al tejido circundante
Irreversible, hay sensibilidad entre tejidos

Actividad de endonucleasas Temprana Post mértem
Morfologia celular Proyecciones digitiformes y cuerpos apoptdticos Turgencia celular
Organelas Turgencia tardia Turgencia rapida
Nicleo Cariorrexis Diversos patrones
Cromatina Condensacion periférica Condensacion ligera, lisis
Fragmentacién del ADN Internucleosomal organizada Aleatoria

Remocidn y fagocitosis Antes dealisis Tardia eincompleta
Inflamacién Ausente, excepto piroptosis Heterolisis, Hsp
Autofagia Inicia la apoptosis Ausente
Cicatrizacion Ausente Fibrosis

ATP Dependiente de ATP Disminuido

(alcio Permeabilidad mitocondrial Favorece la necrosis
(aspasas Dependiente Independiente
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Elfendbmeno que inicialmente se considerd capital fue el
agotamiento del ATP en un ambiente hipdxico por
isquemia prolongada, e incluso, en ambientes altamente
oxidantes durante la reperfusion.>'® El agotamiento del
ATD altera el flujo de iones y se liberan y activan las
enzimas propias de cada tipo celular. Los procesos
ulteriores de autdlisis o heterdlisis celulares dependen
de cudl haya sido su funcion en la vida y de la variada
composicion celular de un tejido.'® Puede haber
incremento del calcio intracelular e inducir danos al
citoesqueleto. Inicialmente la célula se ve como una
estructura homogénea, luego presenta espacios
vacuolados y el tejido necrético muestra patrones
distintivos segun que predomine el catabolismo o la
desnaturalizacién de las proteinas.?

Para adquirir el aspecto morfoldgico caracteristico se
requieren horas por lo que, al principio, no hay cambios
detectables cuando, por ejemplo, sucede un infarto de
miocardio o cerebral. Los cambios ultraestructurales se
pueden observar 20 a 40 minutos después del evento.
Las enzimasy los productos celulares liberados desde el
miocardio pueden estar presentes en la sangre dos horas
después pero las caracteristicas histologicas clasicas de
la necrosis solo aparecen 4 a 12 horas més tarde.>” En el
higado isquémico, la lesidén necroética se acompaifia de
disminucién de los fosfolipidos de la membrana,
posiblemente por el incremento del calcio citosolicoy la
activacion de fosfolipasas.®'

Cuando el patrén primario es la desnaturalizacion
proteica se desarrolla la necrosis de coagulacion; por
ejemplo, en el infarto agudo del miocardio por la isquemia
ocurre coagulacion de las proteinas intracelulares y se
sustituye la zona de necrosis por tejido fibroso. Si
predomina la digestion enzimatica, el resultado es la
necrosis de licuefaccion: se produce una autolisis rdpida
que lictia la zona necrosada. Es tipica de las lesiones del
sistema nervioso central y de la médula Osea, al igual
que del cloroma leucémico.®***' La necrosis grasa puede
ser traumaética o enzimatica. Es traumaética cuando se
sobrepasa la capacidad de adaptaciéon celular por un
efecto mecanico. Y es enzimética cuando la producen
lipasas y proteasas liberadas al intersticio, activadas en
un [ugar no apto, pero con abundante sustrato. En la
pancreatitis, por la obstruccion del conducto de Wirsung,
las enzimas pancreaticas se activan dentro del 6rgano.*
La necrosis grasa enzimatica se puede iniciar por un
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proceso de macroautofagia: se pierden las estructuras
que definen las organelasy delimitan el contenido celular,
hay actividad de la tripsina y se inicia una reaccién en
cadena que activa otras enzimas pancreaticas.'™*#* En
el proceso autofagico desempenan un papel importante
la quimotripsinay la elastasa, sobre todo la segunda de
ellas, porque al hidrolizar las fibras de elastina del tejido
conectivo, favorece la difusién del proceso litico y
contribuye a la destruccion de las paredes vasculares.*
En la necrosis grasa, la lipasa y la colipasa median la
liberacién de acidos grasos de cadenas largas e
insaturadas con efectos téxicos sobre las células acinares,
endoteliales y epiteliales.?®3"4>4¢ La fosfolipasa A2
secretora facilita la destruccién de las membranas
celulares y la necrosis parenquimatosa* induciendo
coagulacion, cambios de volumen de las células, muerte
celular, lesidn vascular con hemorragias y fendmenos
tromboticos, y la posible extensién del proceso a las
estructuras peripancreéticas.®

Posteriormente ocurren los fendmenos denominados
humorales en los que la actividad de proteasa puede
alcanzar el plasma: la PLAQ favorece la liberacion de
histamina por los mastocitos y la de mediadores celulares
y solubles al retroperitoneo y a la cavidad peritoneal,
activando los sistemas del complemento, Rinina-
Ralicreina, coagulacion y fibrindlisis. Las sustancias
generadas, no todas bien conocidas, se asocian con el
desarrollo de las complicaciones multiorganicas que
acompafan a las pancreatitis graves** y a las formas
miliares de tuberculosis.'® Desde cualquier punto de vista
se exceden las posibilidades de una sola célula y se
considera entonces como un evento asociado a érganos
y estructuras subcelulares.®#

La necrosis de caseificacion se produce tipicamente en
las &reas hipodxicas. Un ejemplo es el granuloma
tuberculoso en el que se observan iméagenes
macroscopicas y microscopicas de caseum.>** En los
granulomas estructuralmente bien definidos las areas
necroticas “parecieran proveer ex profesoun medio para
la disminucién” de la tensidn de oxigeno necesaria para
limitar a la bacteria; sin embargo, cuando dichas &reas
no estadn bien definidas, los granulomas terminan
fusionandose porque las redes fibrosas pierden
continuidad, lo que puede favorecer el dafio y la
diseminacién de los microorganismos contenidos en
ellos.'
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Disminucion de las reservas de ATP: la via
glicolitica

En varios modelos se ha descrito la importancia del ATP
en la induccion de muerte celular: la linea celular
linfocitica humana Jurkat*” y las células B de raton* sufren
necrosis en ausencia de ATP al ser tratadas con anti-
CD95* o con TNF-a.,* lo que se explica por el incremento
de la ceramida. Esta sustancia induce la movilizacién de
calcio en respuesta a factores de crecimiento,
proliferacién, senescencia y receptores apicales de
muerte, entre otros.* En presencia de bajas
concentraciones de ATP puede inhibir el complejo Il de
la cadena respiratoria y favorecer la produccién de ROS
y consecuentemente la necrosis.'>* En la hipoxia y la
anoxia, la generacién de ATP por la via glicolitica no solo
resulta insuficiente para las demandas celulares, sino que
causa acidificacion,® que afecta la sintesis de proteinasy
el transporte de moléculas en contra del gradiente.*" La
pérdida de ATP y la acumulacién de acido lactico
favorecen la aparicién de necrosis en un modelo murino
de isquemia del miocardio.* Se considera que el pH bajo
favorece la protonacidén proteica y que altera las
interacciones con otras proteinasy el plegamiento de las
recién sintetizadas, induce acumulacién en el reticulo
endoplasmicoy activa vias dependientes de la caspasa.'®

Las ROS que no alcanzan a ser amortiguadas dafian los
lipidos de las membranas mitocondriales, alterando la
concentracion de solutos en la mitocondria y la diferencia
de potencial entre la matriz y el exterior (evento
comunmente denominado transicion de permeabilidad),
disminuyen el ATP y llevan a la necrosis.*® Aunque esto
se considera el preludio de la activacién de la caspasa 9,
y luego, de la cascada de las caspasas efectoras, se
argumenta que las mismas ROS pueden inactivar
oxidativamente las caspasas y las lipasas o afectar la
oxidacién de la cardiolipina y que podrian forzar la
extrusion, o sea la salida forzada, del citocromo C, incluso
del que esta fuertemente anclado a la mitocondria.*"**
En algunos casos, incluso, la caspasa 3 #** se ha asociado
con la necrosis, pero su bloqueo no tiene efectos sobre la
muerte necrdtica inducida por M. tuberculosis.®*%

Alteraciones funcionales de la bomba sodio y
potasio y movilizacion de calcio como mediadores
de la necrosis

Para restaurar el pH intracelular alterado por la baja de
ATDP durante la hipoxia, se favorece una bomba

contrasentido de Na+/H+, que aumenta Ia
concentracion neta de Na+ intracelular. Este aumento
no se puede regular adecuadamente mediante la
activacién de la bomba ATP-asa Na+/K+, porque el ATP
esta disminuido, por lo que intervienen otros sistemas de
transporte.'>*>*" Para regular la cantidad de iones de
sodio, se inician su salida y la entrada de calcio a través
del sistema de transporte contracorriente Na-+/Ca®*, '5°°
lo que Ileva a un aumento del calcio intracelular, que
tampoco puede ser regulado eficientemente por las
mismas razones que se mantienen inactivas las bombas
Na+/K+. La presencia de calcio con bajas
concentraciones de ATP o las altas condiciones oxidantes
observadas durante la reperfusion, pueden
desencadenar apoptosis y necrosis.* El exceso de calcio
induce alteraciones rapidas en la actividad de varios
sistemas por ejemplo: contraccidn muscular, exocitosis
de vesiculas secretoras (ejemplo: de neurotransmisores),
metabolismo del glucdgeno, polimerizacion de actina,
captacion de glucosa, carga eléctrica de la membrana
mitocondrial, regulacién de calmodulina, PI3K.*® Un
aumento moderado de su concentracién puede activar
la apoptosis dependiente de la via mitocondrial, mientras
que un aumento continuo de la misma puede inducir
necrosis por activacién de proteasas, lipasas y
endonucleasas dependientes de é1.5°%

Diferentes estudios relacionan el incremento del calcio
con la induccion de necrosis. En células neuronales de
Caenorhabditis elegans se induce necrosis a través del
canal activado por la liberacién de calcio desde el reticulo
endoplasmico.®" El aumento del calcio favorece la
apertura del poro de la membrana mitocondrial, lo que
permite la salida del citocromo C el cual activa la apoptosis
via apoptosoma y caspasas®® o la necrosis, como se
menciond anteriormente, mediante enzimas de las que
es cofactor. Sin embargo, segiin su concentracion, el
calcio puede ser efector.

El calcio puede desencadenar varios mecanismos
concomitantes. En un estudio realizado en células
tubulares renales tratadas con bradiquinina,
vasodilatador que aumenta la acumulacion de calcio libre
en el citoplasmay la mitocondria, con disminucion del
ATP favorece la permeabilidad a las ROS y, por lo tanto,
la peroxidacién de lipidos propia de la necrosis.®®

ROS y necrosis

Ademas de la reperfusion, se pueden generar ROS por
los siguientes mecanismos: absorcién de energia

171

IATREIA /YOL 23/No. 2/ JUNIO/ 2010



radiante, metabolismo enzimatico de xenobidticos,
reacciones metabdlicas normales de reduccion/
oxidacién, oxigeno en presencia de hierroy cobre que
catalizan la formacién de radicales libres mediante las
reacciones tipo Fenton; ademds, se favorece la
produccion de éxido nitrico (NO) que puede actuar como
radical libre o convertirse en peroxinitrito, que es
altamente reactivo.®>* Hay un amplio rango de efectos
sobre la célula de estas especies reactivas de oxigeno: a
bajas concentraciones pueden inhibir la muerte celular
cuando se altera la funcién de los efectores de la misma;
0, a altas concentraciones, promoverla cuando son los
mediadores del dafo.

Las ROS pueden iniciar el dafio de proteinas, cidos
nucleicos y lipidos. Rompen puentes disulfuro y hacen
modificaciones cis-trans que promueven protedlisis
ulteriores y modifican la estructura y funcion de
proteinas. Favorecen la oxidacion de las cadenas laterales
de los residuos de aminoéacidos, formando enlaces
cruzados entre proteinas, la oxidacién del citoesqueleto
proteico, la fragmentacion de proteinasy la necrosis de
coagulacion. Las ROS promueven la apertura del poro
de transicién mitocondrial por medio de la oxidacion del
grupo tiol del ANT (por la sigla en inglés de adenine
nucleotide traslocator) y modifican los canales de calcio
asociados al reticulo endopldsmico y los de la membrana
plasmatica, aumentando asi la concentracién intracelular
de calcio. Se las ha relacionado con ruptura de la cadena
de ADN.***¢ Todos estos efectos hacen que tengan una
participacién clave en la muerte celular. En la figura n.©
1 se resumen los principales danos inducidos por las ROS.

ACTIVACION DE ENZIMAS DEPENDIENTES DE
CALCIO EN LA INDUCCION DE NECROSIS

Fosfolipasas A-2 (PLA2)

Las PLA2 hidrolizan los fosfolipidos en la posicién sn-2,
liberando el grupo alquilico.* Tienen como sustratos
especificos fosfolipidos que poseen un grupo idénico unido
a un fosfato, como: fosfatidil colina (FC), fosfatidil
etanolamina (FE), fosfatidil glicerol (FG) y fostatidil serina
(FS).?” Los productos son un lisofosfolipido y un acido
graso. Uno de los principales acidos grasos que se
obtienen de la activacion de las PLA2 es el araquidénico
(AA), precursor de los eicosanoides y sustrato de enzimas
como las ciclooxigenasas (COX) 1 y 2y la 5-lipooxigenasa
(5-LOX). Entre los eicosanoides, las prostaglandinas, [os

172

tromboxanosy los leucotrienos actian como segundos
mensajeros y mediadores en la inflamacion.'" 0%

Existen diversas formas de clasificar las isoenzimas de
las PLA2. Se agrupan principalmente segtin su centro
catalitico, la dependencia de calcio, los sustratos, la
localizacion celular y los puentes disulfuro.® Las PLA2
secretadas (sPLA2) poseen en el sitio catalitico los
aminoé&cidos histidina y &cido aspértico.'” Las PLA2
citosdlicas (CPLA2) y las independientes de calcio (iPLA2)
tienen como centro catalitico una serina nucleofilica. ©2'
La sPLA2 es una fosfolipasa secretada de bajo peso
molecular (~18 RDa), con regulacion alostérica y
dependiente de calcio en concentraciones milimolares.
Sus principales actividades son la reparacion de la capa
externa de la membrana celular y la liberacion de &cido
araquidénico (AA). No obstante, dado que no esté
restringida a un solo tipo de fosfolipidos, permite la
generacion de acidos grasos diferentes.!® Se ha
involucrado a la cPLA2 en los recambios de fosfolipidos
en las caras internas de la membrana durante su
remodelacién.®

La activacion de las PLA2 dependientes de calcio ocurre
por dos vias, una denominada apical, mediada por re-
ceptores que reconocen mitdgenos y receptores de “pa-
trones moleculares asociados a microorganismos’” .'¢#°
La otra via de activacion es la asociada con la isquemia,
la reperfusién y, en general, el estrés oxidativo que indu-
ce el calcio requerido para la activacién de la sSPLAQ.
Estas PLA2, ademads de la movilizacién de calcio, requie-
ren la activacion concomitante de las MAPK (por la sigla
en inglés de mitogen activated protein Rinases) para
mediar la liberaciéon de AA.'"*" M&s adelante, cuando las
bombas idnicas dejan de funcionar y aumenta la con-
centracion intracelular de calcio, se favorece la activa-
cién de cPLA2 que, junto con sPLA2, puede ser directa-
mente responsable de los dafios en la membrana celular®

Siademés hay aumento de ROS y estrés oxidativo, los
fosfolipidos con cadenas carbonadas poliinsaturadas son
blancos de la peroxidacion,® se inducen cambios
conformacionales y se pierde la actividad intrinseca de
la cPLA2 para reparar la membrana. En presencia de
calcio la cPLA2 media la hidrdlisis del fosfolipido dafiado
produciendo la liberacién de un dcido graso peroxidado
y un lisofosfolipido, el cual se queda en la membrana
formando un espacio entre los fosfolipidos, para ser
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posteriormente reparado por otras enzimas responsa-
bles de su realquilacién.*™ Cuando hay liberacién de
acidos grasos peroxidados, estos actian como agentes
oxidantes que aumentan la cantidad de reacciones en-
tre los fosfolipidos y los oxidantes preexistentes, con la
consecuencia de incrementar el dano de la membrana
celular.®® Por ello se plantea que estas enzimas podrian
ser mediadoras y propagadoras del dano de las mem-
branas favoreciendo su ruptura independientemente de
la presencia del ATR

Proteasas

Las calpainas son proteasas de cisteina dependientes de
calcio, que se pueden dividir en dos subfamilias de
acuerdo con las concentraciones de este ion necesarias
para su activacién: micromolares para las p-calpainasy
milimolares para las m-calpainas.>!*#+°'¢> Juegan un
papel importante en la propagacién, migracién y muerte
celular programada, y en la progresion del ciclo celular.
Mediante la escision de sus zimogenos pueden activar
factores de transcripcidn, proteinas del citoesqueleto,
quinasasy proteinas proapoptoticas.®

En el modelo de la isquemia, en el que no hay una
regulacion evidente del calcio, las calpainas que se
localizan en la membrana lisosomal pueden alterar su
integridad y favorecer la liberacidn de catepsinas del
lisosoma al citosol, que a su vez hidrolizan diferentes
proteinas celulares, desencadenando necrosis.>®* La
participacién de las calpainas y las catepsinas en la
induccién de muerte celular se ha evaluado en diferentes
modelos.>!>461% [ a3 degeneracién neuronal por necrosis
en C. elegans requiere proteasas reguladas por calcio,
las calpain-proteasas (designadas como Calpain 1-10;
CAPN 1-10) y las aspartil proteasas que son una familia
mas heterogénea; esto demuestra que en este modelo
hay dos clases de proteasas involucradas en la necrosis,
que son homologas de las calpainas y catepsinas en
humanos, en los que pueden mediar la necrosis."®

El aumento de calcio por la pérdida del control de las
bombas puede alterar la funcidn de enzimas como las
ATDPasas, que al estar activadas sin limitar su cofactor
contribuyen a la supresién o agotamiento brusco del ATP;
ademas, favorece la actividad de fosfolipasas y media la
activacion de proteasas y de endonucleasas responsables
de la fragmentacion de la cromatina y del ADN, ! 2814153746

NECROSIS Y SUS IMPLICACIONES EN EL SISTEMA
INMUNE

Las células del sistema mononuclear fagocitico
reconocen y fagocitan las células muertas, que son
procesadas por enzimas hidroliticas en el fagolisosoma,
y sirven para el proceso de presentacién antigénica.
Mientras el reconocimiento de los cuerpos apoptoticos
induce la activacién alternativa de los fagocitos, o sea,
para producir mediadores que inhiben Ia inflamacion,™
en la necrosis, ademés de ser un mecanismo de
reconocimiento menos eficiente, da lugar a una respuesta
inflamatoria localizada o sistémica. El reconocimiento de
los productos de la necrosis ocurre después de la pérdida
de la integridad de la membrana, lo cual indica que ya
todos los componentes intracitoplasmaéticos se
encuentran en el medio extracelulary pueden inducir
diversas respuestas en el tejido afectado; es asi como las
células necroticas pueden liberar acido trico que induce
IL-1By proteinas de choque térmico como Hsp70y Hsp90
(por la sigla en inglés de heat shock proteins). Hay sefiales
por receptores de tipo Toll que reconocen lipidos y &cidos
nucleicos modificados. Las células necrdticas también
pueden activar el factor nuclear RB (NF-RB, por Ia sigla
en inglés de nuclear factor) en fagocitos mononucleares,
neutrdfilos y células dendriticas y estimular la producciéon
de IL-6, IL8 y TNF-a.. Las proteinas de choque térmico
pueden inducir tanto la expresion de genes involucrados
en la inflamacién como la de genes reparadores de tejido
como el Factor de crecimiento endotelial vascular™
Como se ha mencionado, la necrosis se asocia con la
patogénesis de enfermedades como EPOC, LES,
degeneracion neuronal, renal, hepéatica y pancredtica,
debidas a muchos agentes etioldgicos, en las que es
comun encontrar alteraciones en la utilizacién de
nutrientes y de oxigeno. También en enfermedades
infecciosas como la tuberculosis cuyas lesiones necroticas
pueden fusionarse y dar lugar a diseminacion cuando se
rompen los tabiques de fibrina.

CONCLUSIONES

La necrosis es un evento cuyas vias de sefnalizacién no
parecen depender del esquema de mensajeros en
respuesta a un ligando sino que pueden ir desde la
regulacion alostérica sobre enzimas efectoras hasta
modificaciones estructurales que afecten su funciény su
especificidad de sustratos. Diferentes eventos pueden
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desencadenarla y ya se empieza a replantear la
supresién o agotamiento subito del ATP como el
fendmeno critico inicial. Durante la reperfusion de los
tejidos isquémicos, la peroxidacion de los lipidos en
presencia de Ca*? puede inducir la hiperactivacién de
las sPLA2, de proteasas y de endonucleasas. EI Ca™
modera un equilibrio sutil entre la reparaciéony la ruptura
de las membranas celulares, asi como el dafio y la
reparacion del ADN. La oxidacion, independiente del ATR
puede ser responsable de las modificaciones que llevan
a coagulaciony desnaturalizacion de proteinas, las cuales
deben ser favorecidas por la disminucién del pH que
ocurre durante la glicdlisis. Independientemente del ATR
la convergencia de sefiales antiapoptodticas y
proapoptoticas inicia la necrosis durante infecciones como
lainducida por M. tuberculosis.

Contrariamente a la idea primigenia esencial de la caida
del ATP para activar la muerte, y la actividad enzimdtica
observada post mértem para generar las caracteristicas
secundarias de la necrosis sin inversiéon de ATR esta puede
iniciarse desde antes de la muerte celular como efecto
de la acumulacién de eventos deletéreos. La activacion

Oxidacién de proteinas
frROS=—"

\" Oxidacion de lipidos —>+ PLA,;;*
1 Dafio del ADN l

Pérdida de la integridad

de una u otra via efectora dependerd de la funcién celular
intrinseca in vivo. Asi la especialidad funcional de una
célula in vivo puede hacer, metafdricamente hablando,
parte de las dagas requeridas para la ejecucion de la
muerte.

Por o tanto, es necesario replantear la idea de que la
necrosis solo se puede identificar por los cambios
morfoldgicosy por la reaccion inflamatoria localizada
en el tejido. Ahora se conocen varios mediadores que
pueden estar favoreciendo su aparicién (figuran.© 1) lo
que propicia el estudio y la exploracion mds detallados
para la comprension de este fendmeno celular y tisular
que favorece la aparicion de enfermedades
degenerativas y la propagacién de infecciones. En
general, todos los tipos de muerte celular participan en
procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos; todo
depende del escenario bioldgico en el que tengan [ugar
o de las alteraciones que se den en la secuencia de
eventos. Pueden, en un mismo ambiente coexistir, pues,
concentraciones locales de diferentes mediadores
generando las zonas de riesgo isquémico.

Disfuncién
dala de la membrana celular fCaIcio
membrana l
mitocondrial :
Activacién d 9y3 :
; ctivacion de caspasas 3y v *Actividad de enzimas
.".”“".“__"_’ NECROSIS .. dependientes del calcio
+Ca|cio 4 ‘ 1
4 - . . St :
Pérdida de la integridad B *pH .,
de la membrana celular ~ ********** ."--.*Proteasas
*Endonucleasas
T *Glucélisis anaerobia *ATP
asas

’Sodio intracelular
*Potasio intracelular

e LATP

1

Disminucién de oxigeno y glucosa

Figuran.° 1. Eventos celulares que pueden desencadenar necrosis. Las flechas punteadas indican la fase irreversible de necrosis. Las flechas negras gruesas indican
las vias intermedias y la interaccién con otras vias. Las flechas delgadas indic5a3r;4el aumento o disminucion del intermediario. Las ROS pueden inducir dafio en diversos
blancos celulares, y promover dafio indirecto y directo del ADN. La caspasa3” "~ se ha asociado con la necrosis pero, probablemente, su efecto sobre las ATP-asas hace

que después de iniciada la apoptosis se desvie hacia la necrosis.
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