Resumen

La apoptosis celular se considera el principal me-
canismo fisiopatoldgico asociado a la pérdida
neuronal en las enfermedades neurodegenerativas.
También durante la fase aguda de sepsis en que se
presenta disfuncién orgdnica, se ha encontrado que
existe un incremento en la tasa apoptdtica del
endotelio parenquimal y microvascular. De tal for-
ma que las estrategias para prevenir la apoptosis
(anti-apoptdticas) representan una valiosa herra-
mienta para prevenir y/o retardar la aparicién de
la sintomatologia en estos desordenes, los cuales
ocasionan una gran carga en morbi-mortalidad
social y econémica a nivel mundial.

En la presente revision se busca evidenciar que
las estrategias anti-apoptdticas poseen un gran
potencial terapéutico. En tal sentido, se revisa-
rén algunas de estas potenciales terapias como
los inhibidores de caspasas, la proteina C acti-
vada, la familia Bcl-2 y la via de sefalizacion
mediada por PI3K/Akt.

Palabras clave: apoptosis, degeneracion nervio-
sa, sepsis, proteccion, caspasas, proteina C.

Abstract

Cellular apoptosis has been considered as the
main physiological mechanism underlying
neuronal demise associated to neurodegenerative
diseases. Apoptosis has also been described in
parenquimal and microvascular endothelium
in the acute phase of sepsis during multi-organic
dysfunction. Therefore, strategies aimed to
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prevent apoptosis (anti-apoptotic) represent a
valuable tool for prevention and/or retardation
of the appearance of clinical symptoms in these
disorders, which generate a large morbility-
mortality, social and economic burden worldwide.
The present review is aim to show that anti-
apoptotic strategies hold a great therapeutic
potential. In this sense, we will review some of
these potential therapies such as caspase
inhibitors, activated protein C, Bcl-2 family and
the PI3K/Akt signalling pathway.
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INTRODUCCION

La muerte celular programada o apoptosis
celular se considera el principal mecanismo
fisiopatoldgico asociado a la pérdida neuronal
en las enfermedades neurodegenerativas, inclu-
yendo la enfermedad de Alzheimer (EA) y la
enfermedad de Parkinson (EP). En la fase aguda
de sepsis en la que se presenta disfuncién orgé-
nica, también se ha encontrado un incremento
en la tasa apoptética del endotelio parenquimal
y microvascular.

Las enfermedades neurodegenerativas repre-
sentan la consecuencia final de un grupo de
interacciones complejas a lo largo de la vida de un
individuo, en que intervienen la predisposicion
genética, algunas caracteristicas innatas de pobla-
ciones neuronales especificas y la exposicién a toxi-
nas enddgenas y exdgenas (1) Estas enfermedades
se caracterizan por ocasionar una gran discapacidad
y un aumento de la morbilidad entre las personas
afectadas, por las grandes pérdidas econémicas y
por las graves consecuencias sociales y familiares
que generan. En poblacion mayor de 65 afios se
incrementa dramdticamente el impacto de la
neurodegeneracién primaria, ya que el envejeci-
miento es el principal factor de riesgo. La distribu-
cién de las enfermedades neurodegenerativas es
mundial, estimandose que afectan el 1% de la po-
blacién general. En Colombia afecta a unos 200.000
individuos, y su tendencia es al aumento debido al
envejecimiento de la poblacién. Aunque la
fisiopatologia y la etiopatogenia de las enfermeda-
des neurodegenerativas primarias permanecen en
gran medida inciertas, diversas evidencias sugieren
que la apoptosis es la causa primaria o secundaria
que contribuye a la muerte neuronal. La deteccién
temprana de los procesos neurodegenerativos y los
riesgos asociados a ellas estdn intimamente relacio-
nados con la identificacién de factores neuropro-
tectores con potencial terapéutico. Las estrategias
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neuroprotectoras/neurorestauradoras buscan dete-
ner o prevenir la progresién de la enfermedad al
bloquear la muerte de células en riesgo en una fase
preclinica o inicial de la misma.

Estadisticas del Medicare Database and
National Census Projections estiman que en Esta-
dos Unidos se presentan al menos 750.000 casos
anuales de sepsis severa con una tasa de mortan-
dad que flucttia entre el 28 y el 59% (2). Asi mis-
mo, la Society of Critical Care Medicine (Society
of Critical Care Medicine (SCCM) (homepage en
Internet); ¢2001-2005 (consultado junio 16 de
2005). (1 pantalla). (Disponible en: http://
www.sccm.org/press_room/sepsis_statistics.asp)
reporta que las tasas de incidencia se han
incrementado en un 91,3% en la dltima década,
de manera que en el afio 2010 se presentaran alre-
dedor de un millén de casos de sepsis severa. En
Norteamérica muchas mds personas mueren a cau-
sa de sepsis que por cdncer de seno, colén, pancreas
y préstata combinados.

En tal sentido, las terapias encaminadas a
prevenir la apoptosis (antiapoptéticas) poseen
un gran potencial terapéutico. Dentro de las es-
trategias que se han venido utilizando como
herramientas protectoras, incluso en ensayos
clinicos, se encuentran la utilizacién de factores
de crecimiento, los inhibidores de caspasas, los
transplantes celulares, la proteina C activada,
entre otros. Aunque muchos de los procesos
moleculares subyacentes permanecen descono-
cidos (3-7), se han empezado a aclarar los meca-
nismos involucrados en los procesos de muerte/

supervivencia celular.

MECANISMOS GENERALES DE
MUERTE CELULAR

Clésicamente se han descrito dos mecanis-
mos fundamentales, bioquimicamente distin-
guibles y que representan los dos extremos de
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una variedad de posibles mecanismos de muer-
te celular: la necrosis y la apoptosis (8-11). La
necrosis constituye un proceso patoldgico, poco
controlado y desordenado, no requiere de ATP
para su progresion y causa una explosion de la
célula asociada a un proceso inflamatorio. La
apoptosis es una forma de muerte celular pro-
gramada, morfoldgica y bioquimicamente bien
caracterizada. Es un proceso activo, es decir, re-
quiere de ATP, y se manifiesta con retraccion
celular, fragmentacion nuclear, preservacion de
los organelos intracelulares, cambios en la asi-
metria de los fosfolipidos de membrana, for-
macién de cuerpos apoptéticos, y fagocitosis de
la célula apoptética, que es llevado a cabo por
una maquinaria intrinseca y especifica de “sui-
cidio celular” (12).

Algunos de los eventos que subyacen a la
cascada molecular en la apoptosis se subdividen
en dos vias: la via extrinseca (disparada por ac-
tivacién de receptores de la superfamilia de
CD95L o de muerte celular por accién de TNFa,
FasL, IL-1y otros) y la via intrinseca (particular-
mente asociada a dafio al ADN) (figura 1) (13).
Las alteraciones en la fisiologia mitocondrial
han sido consideradas como el punto coordina-
dor clave y via final comun que define el punto
de no retorno de la apoptosis, y que es un area
reciente de amplio estudio en los eventos de
muerte y de supervivencia celular (14). En los
procesos que ocurren corriente arriba de los cam-
bios mitocondriales participan una multitud de
proteinas pro-apoptoticas (caspasa 8 y 10, Bax,
Bad, Bid, Bak, Bcl-xs) y anti-apoptdticas (Bcl-2,
Bcl-xl, PI3K/Akt) (13), algunas de las cuales es-
tdn localizadas en la membrana externa
mitocondrial y otras en el citosol. Estas protei-
nas realizan su funcién mediante la regulacién
directa de la permeabilidad mitocondrial (fa-
milia Bcl-2, como se explica mds adelante) o

mediante otros mecanismos que involucran la
regulacion de sustratos mitocondriales y la re-
gulacion de las proteinas de la familia Bcl-2 (via
PI3K/Akt).

Las proteinas unidas a la mitocondria se en-
cargan de regular su homeostasis por diversos
mecanismos tales como insercién y formacion
directa de un poro transmembranal, interaccién
y regulacién del canal aniénico dependiente de
voltaje (VDAC) y del transportador de nucleo-
tidos de adenosina (ANT), que conllevan a la
alteracion del poro de permeabilidad transi-
cional mitocondrial (mPTP). Estos cambios ge-
neran la liberacién al citoplasma de proteinas
pro-apoptdticas confinadas dentro de la
mitocondria como el citocromo C, Apaf-1y ATP,
que forman un complejo de proteinas denomi-
nado el apoptosoma, el cual activa las caspasas
efectoras que dirigen el desmantelamiento final
de la célula (13).

Las alteraciones mitocondriales surgen del de-
licado balance entre los niveles de las proteinas
pro-apoptdticas y anti-apoptdticas, dependientes
a su vez de la naturaleza e intensidad del estimulo
apoptético desencadenante, del estado y del tipo
celular, de algunas condiciones del microambiente
celular externo (15) y, de manera “auténoma”, de
procesos de regulacion que modifican las formas
activas y/o inactivas de las distintas vias de sefiali-
zacién corriente arriba. Por ejemplo, la fosfori-
lacién, inactivacion y secuestro de la proteina Bad
por accién de Akt, es contrarrestada por la
defosforilacién inducida por ceramidas, causando
su translocaci6n a la mitocondria y la inhibicion
de proteinas anti-apoptéticas como Bel-xL y Bel-
2, conllevando apoptosis (figura 2) (16). Por con-
siguiente, es importante determinar como estos
procesos de modificacién postraduccional estan
implicados en la regulacién de la supervivencia/
muerte celular (17).
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MUERTE CELULAR EN SEPSIS

En sepsis, el endotelio juega un papel im-
portante en la generacion de trombina mediada
por el factor tisular (TF), la via anticoagulante
disfuncional y el bloqueo de la fibrindlisis (18).
En condiciones fisioldgicas el endotelio cumple
su funcién en el proceso homeostatico, median-
te el control del tono vasomotor, el trafico celu-
lar y de nutrientes, y el mantenimiento del flujo
sanguineo a través de la expresién y sintesis de
anticoagulantes naturales (proteina C activada,
inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) y
antitrombina) y fibrinoliticos (activador de
plasmindgeno tisular) (19, 20).

En la cascada de eventos que llevan al choque
séptico se encuentran involucrados monocitos,
leucocitos, plaquetas y el endotelio. Como resul-
tado de la accion de las citoquinas y de la activa-
cién celular, se inducen las vias del complemento
y de la coagulacién, se metaboliza el acido
araquiddnico y es liberado el factor activador
plaquetario, ocasionando fiebre, hipotension, fil-
tracion capilar, coagulacin intravascular disemi-
nada, disminucién de la funcién miocardica,
disfuncién cardiovascular, renal, respiratoria,
hepética, hematoldgica y del sistema nervioso
central, acidosis metabdlica y finalmente muerte
(21). Las secuelas clinicas de la sepsis pueden va-
riar de acuerdo con el balance de mediadores
inflamatorios y antiinflamatorios. Una respuesta
inflamatoria excesiva (SIRS) puede producir cho-
que y disfuncién orgénica, mientras que una res-
puesta antiinflamatoria excesiva (CARS) puede
llevar a una inmunosupresion. Algunos pacien-
tes pueden morir con inflamacién minima como
resultado de apoptosis (20), en particular de los
organos linfoides (22). Durante la fase aguda de
sepsis en que se presenta disfuncion orgdnica, se
ha encontrado que existe un incremento en la tasa
apoptética del endotelio parenquimal y
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microvascular, asi como una amplificacién del
efecto coagulante ya que el endotelio en apoptosis
es pro coagulante (23). Aunque existen evidencias
de apoptosis endotelial inducida por patégenos,
no esta claro si la apoptosis es un mecanismo
fisiopatoldgico importante en sepsis ya que no
existen estudios in vivo. Dichos estudios son com-
plicados debido a que las células que sufren
apoptosis se desprenden, pasan al torrente san-
guineo y son rdpidamente eliminadas dificultan-
do asi su deteccién (24). El endotelio funciona
como célula blanco de apoptosis y como media-
dor de la misma por medio de la generacién de
radicales libres de oxigeno y proteinas de choque
térmico. La insuficiencia metabdlica asociada a la
disfuncién multiorgdnica lleva a la remocién del
factor de crecimiento, lo que estimula la apoptosis
celular. La apoptosis endotelial permite la
translocacion de las bacterias a zonas internas fa-

voreciendo la diseminacién bacteriana (25).

MUERTE CELULAR EN
ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

El término neurodegeneracién denota la
muerte neuronal patoldgica caracteristica de las
enfermedades neurodegenerativas primarias
como la EA y EP, o secundarias como la isquemia
cerebral. Aunque la etiologia de la muerte
neuronal en la mayoria de estos desérdenes per-
manece desconocida, diversas evidencias sugie-
ren que en estas enfermedades las neuronas
podrian morir por apoptosis (12, 26, 27).

En la dindmica causal compleja que caracteri-
za las enfermedades neurodegenerativas, la
genética 'y el componente medioambiental no son
eventos mutuamente excluyentes sino que po-
drfan ser complementarios en el proceso subya-
cente. Diversos paradigmas neurotdxicos han
sido propuestos como potenciales mediadores de
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esta muerte neuronal (28-31). Entre otros se in-
cluyen toxinas exdgenas como el MPTP (1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) (32), rotenona
(33), 6-OH-dopamina (34), y endégenas como la
ceramida (35), el péptido amiloide-(B) (36, 37), y
procesos como el estrés oxidativo (38), alteracio-
nes mitocondriales (39), alteraciones del sistema
ubiquitina-proteosoma (SUP) (40), y el envejeci-
miento (41).

En EP por ejemplo, dada la escasez de cam-
bios necréticos en la sustancia nigra (SN), y el
patrén topografico y temporalmente especifico
de la pérdida celular, la apoptosis emerge como
el principal mecanismo de muerte neuronal.
Algunos reportes indican que el 12% de las
neuronas dopaminérgicas que se pierden duran-
te la EP expresan proteinas proapotdticas, y ade-
mas se ha determinado que la activacion de
caspasas precede la muerte celular (42). Otros
reportes resaltan la importancia de los elevados
niveles de proteinas antiapoptdticas en los
ganglios basales y la SN de pacientes con EP
(43), aunque la evidencia es atin controversial.
Una correlacién positiva entre la pérdida celu-
lar, el porcentaje de células de la SN positivas
para caspasa 3 y una disminucion del 76% en
EP, sugiere que esta enzima es el principal efector
de la apoptosis en EP y contribuye a la vulnera-
bilidad regional observada (44).

Teniendo en cuenta la importancia de la
mitocondria durante la apoptosis, y basados en
el hecho de que los procesos que favorecen la
apertura del mPTP se consideran proapoptdticos,
y aquellos que favorecen su cierre se consideran
antiapoptGticos (44, 45), la ceramida surge como
un neurotoxina enddgena importante en
neurodegeneracion. Se ha demostrado que la
ceramida modula la funcién mitocondrial me-
diante la formacién directa de canales (46) e in-
directamente mediante la inhibicion del

complejo I y III de la cadena respiratoria (47,
48), lo que induce la liberacién de citocromo C,
genera radicales libres, altera la homeostasis de
calcio, extingue el ATP, colapsa el Aym (49) y
conduce la célula a apoptosis.

Adicionalmente, el estudio de los efectos de
algunas neurotoxinas utilizadas en modelos de
EP como el MPTP, 6-hidroxidopamina y
rotenona, han mostrado que su accién sobre la
viabilidad celular estd mediada por cambios en
el Aym (50, 51), y de manera interesante estos
modelos pueden ser evitados y/o revertidos
modulando las vias corriente arriba de la
mitocondria (52). Esto sugiere que las proteinas
pro-apoptdticas de la familia Bcl-2 interaccionan
especificamente con proteinas o con vias de su-
pervivencia celular distintas, y que regulando-
las diferencialmente se podria determinar su
papel como un modulador positivo o negativo
en la muerte celular (53).

ESTRATEGIAS ANTIAPOPTOTICAS

La proteccién celular se refiere a los meca-
nismos por los cuales se busca prevenir la pér-
dida celular para retardar y/o prevenir la
progresion de enfermedades asociadas a muer-
te celular como las neurodegenerativas y la
sepsis. El rescate celular se refiere a los procesos
para salvar células que se encuentran en proceso
de degeneracion y se considera parte del proce-
so protector. Una de las principales herramien-
tas en la proteccion es por medio de inhibicién
de la apoptosis. La restauracion celular hace re-
ferencia al incremento del nimero de células,
por ejemplo mediante transplantes, y no serd
tratada en esta revision.

Las estrategias antiapoptdticas son variadas
y se basan en la inhibicién de vias de sefaliza-
cién involucradas en el proceso apoptético y/o

en el fortalecimiento de vias de supervivencia
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neuronal antiapoptética, ya sea por métodos
genéticos y/o farmacoldgicos. La mayoria de
estos estudios se han realizado en modelos ex-
perimentales (54) y algunos ya han llegado al
nivel clinico.

LA rAMILIA Bcr-2

La familia Bcl-2 estd constituida por un grupo
de proteinas involucradas en la regulacién de la
muerte celular, que incluye miembros tanto con
actividad proapotdtica como antiapoptética (55-
58). Las proteinas Bcl-2 antiapoptdticas se locali-
zan principalmente a nivel de membranas, en
particular en la membrana mitocondrial externa
(59-61), mientras que la mayoria de los miem-
bros proapotéticos se encuentran en el citosol,
pero sufren un proceso de translocacién a las
membranas, particularmente a la mitocondria y
reticulo endopldsmico, luego de un estimulo
apoptdtico (62-64). Diversos estudios han demos-
trado que los miembros pro y antiapoptéticos de
la familia Bcl-2 alteran o mantienen la homeos-
tasis mitocondrial respectivamente, mediante la
formacion de canales o mediante el control de
canales preexistentes en la mitocondria. Asi,
miembros antiapoptdticos como Bcl-2 y Bel-xL
previenen la pérdida de la homeostasis mito-
condrial y la liberacion de mediadores proapop-
téticos confinados dentro de la mitocondria,
mientras que los miembros proapoptéticos alte-
ran tal homeostasis y permiten la liberacion de
mediadores pro-apoptéticos hacia el citosol (figu-
ra2) (56, 60, 62, 65-68). De acuerdo con este mo-
delo de “redstato” de las Bcl-2, el balance entre los
miembros proapoptdticos y antiapoptdticos defi-
nen la sensibilidad celular hacia estimulos
apoptoticos particulares (56, 69).

Un miembro de la familia Bcl-2 lo constituye
la proteina A1, que se expresa en células
endoteliales en respuesta a estimulos proinfla-
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matorios. Ademds de proteger el endotelio con-
tra la apoptosis mediada por TNF y ceramidas
(figura 3), Al también inhibe la activacién
endotelial y, por consiguiente, la expresién de
proteinas proinflamatorias mediante la inhibi-
ci6n del factor transcripcional NFkB (70, 71).
Adema la expresion de A1 también depende de
NFkB, por lo tanto A1 se encarga de su autorre-
gulacion.

Diversos estudios han demostrado que la
sobreexpresion de miembros antiapoptéticos o
la deficiencia de miembros proapotéticos de la fa-
milia Bcl-2 protegen contra estimulos apoptdticos
variados. En modelos de EP, la deficiencia de Bax
protege las células dopaminérgicas contra el efec-
to toxico de la toxina MPTP (72), de igual forma
que la sobreexpresién de Bcl-2 (73, 74).

INHIBIDORES DE CASPASAS

Las caspasas son un grupo de proteasas de
cisteina importantes en la progresién de la
apoptosis (75). Varios estudios han demostrado
el potencial protector de la inhibicién de las
caspasas por métodos farmacoldgicos o genéticos
como neuroprotectores (54, 76-79). Sin embar-
go, la proteccién conferida por estrategias
inhibidoras de caspasas, por ejemplo en neuronas,
es limitada, temporal y los resultados son contra-
dictorios. En algunos casos se ha demostrado pro-
teccién en diversos modelos (80-84) mientras no
en otros (85-88). Estos estudios sugieren que aun-
que existe cierta proteccién mediante la utiliza-
cién de inhibidores de caspasas, sus efectos son
especificos del tipo celular y el paradigma utili-
zado, y no siempre favorecen la supervivencia a
largo plazo, ni la preservacion de terminales ner-
viosas, ni la funcién celular normal, que son dos
pilares claves en neuroproteccién (3, 54, 78, 87).

La combinacién de inhibidores de caspasas y

factores de crecimiento, como neurotrofinas, han
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demostrado su potencial neuroprotector, favo-
reciendo la supervivencia celular a largo plazo
(54, 82, 87, 89, 90).

La via PI3K/AKT

La via PI3K/Akt puede participar en la su-
pervivencia celular y neuroproteccién median-
te el bloqueo de la apoptosis, al promover la
proliferacion celular y al regular vias adiciona-
les de sefalizacion celular. En neuronas la
fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) y su media-
dor corriente abajo, proteina quinasa B o Akt
(PKB/Akt), median sefiales de supervivencia,
diferenciacién y proliferacién neuronal (91, 92).

Estas vias activadas por diversos factores de
crecimiento (FC) son un punto crucial en el cual
convergen diversas sefiales de supervivencia
celular (93, 94). La unién de FC a los receptores
tirosina quinasa causa autofosforilacion de sus
residuos tirosina, reclutamiento de proteinas
adaptadoras como Shc, acoplamiento corriente
abajo y activacién de las vias PI3K/Akt y Raf/
MEK/ERK (95-98).

PI3K consiste en una subunidad reguladora
(85 kDa) y una catalitica (100 kDa) encargada de
la fosforilacién de lipidos de inositol para gene-
rar 3-fosfoinositoles (PI(3)P, PI(3,4)P, y
PI(3,4,5)P,). Estos se unen a un dominio homé-
logo a plekstrina presente en una variedad de
moléculas de sefializacién, alterando su activi-
dad y localizacion subcelular (99). La funcién de
supervivencia de PI3K en particular estd media-
da por la activacién Akt (99-101). Recientemente
se ha demostrado que la activacion de Akt re-
quiere su translocacién a la membrana
plasmética y la fosforilacién en treonina 308
(Thr*®) y serina 473 (Ser*”®) (102, 103). Los blan-
cos corriente abajo de Akt son diversos, y se
asocian a respuestas metabdlicas y de supervi-
vencia celular (104, 105). En neuronas, se ha

demostrado que Akt regula la supervivencia
pero no el crecimiento y la diferenciacion (94).

Los sustratos de Akt incluyen la inactivacién
por fosforilacién de mediadores pro-apoptéticos
(Bad, Bax, caspasa-9, factor de transcripcion
Forkhead, GSK-3, p53), y activacién de protei-
nas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, IAP y mTOR)
(figura 3) (100, 106-110). Por otro lado, algu-
nas vias implicadas en la supervivencia celular
como Akt y la hexoquinasa interfieren con la
capacidad de Bax de alterar el Aym, abrir el PTP
y liberar el citocromo C, e inducir muerte celu-
lar (111-113).

Probablemente Akt media la supervivencia
neuronal a diferentes niveles dependiendo del
tipo celular, de la disponibilidad de blancos y
del requerimiento de eventos transcripcionales
o postranscripcionales (114). El desarrollo de
terapias dirigidas contra componentes especifi-
cos de la via PI3K/Akt y sus blancos corriente
abajo, puede constituir una de las principales
opciones para la regulacion de la muerte celular
y un blanco terapéutico para favorecer la super-
vivencia neuronal de las poblaciones mds sus-
ceptibles.

Adicional a su funcién en supresién de la
muerte celular, los factores de crecimiento (FC)
via PI3K/Akt también regulan el metabolismo
celular modulando la captacién de glucosa (115-
119). Poco se conoce acerca de la funcién de la
via PI3K/Akt en la regulacién del metabolismo
de la glucosa (glucdlisis) y cémo ésta contribu-
ye a las decisiones de supervivencia/muerte ce-
lular (120, 121).

A diferencia de las proteinas antiapoptdticas
de la familia Bcl-2, que mantienen la homeostasis
mitocondrial en respuesta a remocién de FC al
promover el transporte continuo de metabolitos
a través de la membrana mitocondrial externa

adn en presencia de metabolismo celular dismi-

192 /Rev. Cienc. Salud / Bogota (Colombia) 3 (2): 186-205, julio-diciembre de 2005

‘ 08 Muerte celular.P65

192 $

12/2/2005, 1:38 AM



‘ 08 Muerte celular.P65

nuido (122, 123), la supervivencia mediada por
PI3K/Akt requiere de un suplemento continuo
de sustratos metabdlicos y, por ende, depende
del metabolismo celular (116).

En modelos de ausencia de FC y de glucosa, la
disminucién en la glucdlisis se ha asociado de
forma consistente con estadios iniciales de apop-
tosis (deplecion de ATP, translocacién mitocon-
drial de Bax, activacién de JNK, disminucién
Aym, y liberacién de citocromo C al citoplasma).
Estos cambios se generan debido a la ausencia de
sustratos metabdlicos derivados de la glucosa, ya
que la sobreexpresion de Glutl (transportador
de glucosa) previene tales alteraciones (116, 124,
125). La sobreexpresion de Akt previene tam-
bién las alteraciones asociadas a ausencia de FC y
mantiene la supervivencia celular al estabilizar
la bioenergética celular via incremento en el trans-
porte y metabolismo de glucosa (126). Se ha de-
mostrado que Akt incrementa la actividad
hexoquinasa, de tal forma que la hexoquinasa
permanece asociada a la mitocondria y disminu-
ye la muerte celular (127). Estos estudios sugie-
ren que el acoplamiento entre glucdlisis y la
funcién mitocondrial es un prerrequisito para que
los FC, y en particular Akt, medien sus efectos en
supervivencia. Ademds, la actividad hexoquinasa
es suficiente para que Akt inhiba la apoptosis
(127). La forma como la via PI3K/Akt regula la
funcién hexoquinasa, su asociacién/desplaza-
miento de VDAC, y la funcién mitocondrial, y
cémo la actividad hexoquinasa contribuye a la
supervivencia celular mediada por los FC, re-
quieren mayor andlisis. Asi, la inhibicién de la
via glucolitica a través de inhibicién de la via
PI3K/Akt puede determinar eventos que dirigen
las neuronas a muerte celular, y constituyen un
blanco terapéutico poco explorado en EP.

En la EP, algunos estudios han evaluado el
papel de la via AKT y su relacion directa con
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algunas proteinas implicadas en esta enferme-
dad como las sinucleinas. Se ha reportado que
éstas estabilizan Akt y favorecen su accién pro-
moviendo la supervivencia celular (128). Ade-
mas, su relacién con algunas de las toxinas
implicadas en la etiopatogénesis de la EP, como
el MPTP, el rotenona, la OH-Dopamina parecen
regular corriente abajo y negativamente la acti-
vidad Akt, favoreciendo asi el proceso apoptdtico
de manera selectiva (129-131). Por otro lado,
proteinas implicadas en fenémenos de neuro-
proteccion, neurodegeneracién como son la HSP
o chaperonas moleculares (132-134), se han visto
que regulan y estabilizan Akt evitando su
defosforilacion v, por ende, evitan la apoptosis
y promueven la sobrevida celular (135, 136).
Se plantea que de esta manera median su papel
neuroprotector. Asi mismo, algunos agonistas
de los receptores dopaminérgicos que han mos-
trado evidencia en modelos experimentales de
neuroproteccién, también ejercen su efecto a tra-
vés de la via PI3K/Akt (137-139).

En el endotelio Akt promueve la supervi-
vencia inhibiendo la apoptosis mediada por Fas
al regular la expresion de FLIP (proteina
inhibitoria de FLICE), FLIP interacttia con FADD
(Dominio de muerte asociado a FAS), inhibiendo
la activacion de la caspasa 8 (figura 3C) (140).
Ademds, Akt suprime la via apoptdtica
mitocondrial al fosforilar Bad y la pro-caspasa
9 (figura 3B); Akt también promueve la degra-
dacién de TkB incrementando asi la actividad
del NFkB y estimulando la sintesis endotelial
de 6xido nitrico inhibiendo de esta manera las
caspasas por nitrosilacién (figura 3C) (140-142).

LA PROTEINA C ACTIADA

La proteina C es una serina proteasa y un
anticoagulante natural que al unirse (en exceso
de trombina) a la trombomodulina y a los re-
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ceptores endoteliales de proteina C (EPCR) pre-
sentes en la superficie endotelial, produce la
proteina C activada. Esta tltima interacciona con
la proteina S inhibiendo los factores Va y VIII,
limitando asi la trombosis. Una segunda accién
antitrombodtica la realiza al formar un complejo
con el inhibidor del activador de plasmindgeno-
1(PAI-1), facilitando asi la fibrinolisis (143). La
accion antiinflamatoria la realiza atenuando la
expresion de factor de necrosis tumoral a (TNFo)
y el factor nuclear k B (NFkB) (144). Estudios in
vitro han demostrado que la proteina C se une a
un receptor en los macréfagos e inhibe la pro-
duccién del factor de necrosis tumoral (144). La
proteina C activada también reduce la interacciéon
neutréfilos-selectinas, y la inflamacién media-
da por citoquininas y trombina.

Estudios epidemioldgicos han demostrado
que la PCA es un factor de proteccién contra
isquemia cerebral (145). En modelos de isquemia
cerebral se ha demostrado efecto protector de la
PCA al endotelio cerebral, a través de la regula-
cién de la proteina P53 (dependiente de la inhi-
bicién de la transcripcion), modulacién de la tasa
Bax/Bcl-2 y regulacién de la actividad de caspasa
3. El efecto de la PCA depende de la activacién
inicial del receptor de proteina C endotelial
(EPCR) seguida de la activacion del receptor-1
activado por proteasa (PAR-1) (146).
Adicionalmente, se ha demostrado que la pro-
teccion conferida al endotelio cerebral por la PCA
se relaciona con la capacidad de PAR-1 de regu-
lar los niveles intracelulares de calcio (147). Esta
funcién protectora es diferente a la reportada
para células endoteliales de otras fuentes, en las
cuales el efecto protector de PCA se da a través
de una reduccién en la expresion de la subunidad
p50 del NFkB, inhibicién de la sintesis de
citoquinas (incluyendo TNF y moléculas de ad-
hesién de la superficie celular tales como CX3C,

moléculas de adhesién intracelular-1, E-selectinas
y moléculas de adhesién vascular-1), expresion
de proteinas antiapoptéticas y de sobrevivencia
celular (A1, inhibidor de apoptosis-1, sintetasa
de 6xido nitrico endotelial y A20) y disminucién
en la expresion de proteinas inductoras de
apoptosis tales como calreticulina y TRMP-2
(148). Sin embargo, el efecto protector directo de
la PCA en neuronas ha sido poco explorado. Re-
cientemente, un estudio tanto in vitro como in
vivo ha demostrado que la PCA neuroprotege
contra la accién téxica de la estaurosporina y con-
tra la excitotoxicidad mediada por NMDA, en
forma dependiente de PAR-1 y PAR-3 e inde-
pendiente de EPCR (149). El rol antiapoptdtico
de la PCA contra ceramida permanece sin ser ex-
plorado.

CONCLUSIONES

La apoptosis celular se considera uno de los
principales mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados en diversas enfermedades humanas,
en particular en procesos neurodegenerativos y
sépticos, que comprometen la muerte de grupos
neuronales especificos y del endotelio respectiva-
mente. La comprensién de los procesos de regula-
cién de las vias de sefalizacion intracelular
implicadas en supervivencia/muerte celular, pue-
den generar nuevas herramientas farmacoldgicas
o la implementacién en nuevos paradigmas pato-
l6gicos de algunas ya existentes, que permitan la
regulacién de la apoptosis (antiapoptosis) y el
potenciamiento de las vias de supervivencia celu-
lar que favorezcan los procesos de viabilidad es-
pecifica. El analisis de diferentes grupos de células
permite una vision diferencial de los procesos ce-
lulares particulares a cada una, como la muerte
celular, y la definicidn de vias célula-especificas
involucradas en estos procesos, que contribuyen

al mejor entendimiento de tales mecanismos.
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La correlacién funcional y patoldgica
endotelio-neuronas, en el contexto de la funcién
de la barrera hemato-encefalica, se convierte en
la actualidad en un érea de amplio anélisis dada
su importancia como regulador de la fisiologfa
normal del sistema nervioso y de su compromi-
so en el marco de enfermedades neurode-
generativas y procesos sépticos. De tal forma que
el andlisis de los procesos de muerte endotelial
en los procesos sépticos y neuronales en
neurodegeneracién, permitird ayudar a la com-
prension de mecanismos, ya sean similares o no,
que desencadenan la muerte de estos tipos celu-
lares y que pudieran desembarcar en novedosas
estrategias protectoras similares. En tal sentido,
es interesante mencionar que la proteina C acti-
vada aparece como una estrategia terapéutica en

casos severos de sepsis mediante su accién
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Figura 1. Vias generales de apoptosis

Se han caracterizado dos vias generales de iniciacion de apoptosis: la via extrinseca dirigida por la estimulacion de
receptores de muerte y la activacion de caspasas iniciadoras que activan caspasas ejecutoras directamente o a través de
alteraciones mitocondriales mediadas por miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2 como Bax y Bid; y la via intrinseca
iniciada por alteraciones celulares como dafio al ADN y estrés del reticulo endoplasmico, que dirigen alteraciones en la
homeostasis mitocondrial y la subsecuente activacion de caspasas ejecutoras. Las alteraciones mitocondriales a través de
cualquiera de las dos vias parece ser el determinante clave del compromiso de muerte celular. La perturbacién de la
permeabilidad mitocondrial causa la liberacion de moléculas proapoptéticas como el citocromo C, Apaf-1, Smac/Diablo
entre otras, que conducen a la formacion del apoptosoma de una manera dependiente de ATP. EL apoptosoma a su vez dirige
el clivaje y la activacion de la caspasa 9, y la inhibicién de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP). De esta manera se
asegura la activacion de las caspasas ejecutoras (caspasa 3, 7), el clivaje de diversos sustratos celulares y la apoptosis.

Via Extrinsica:
Ligandos de?NUEWe celular:

- FasL
-P75NTR VyV
Receptores de Muerte
ARRAA FARAAT RAQBIE
/ [S3SR73 13358 [SR73\RIZELNRIRRIATY \

Moléculas adaptadoras s 2 Via Intrinseca:

Caspasa- 8,10 : —_E[s)’grrg]!g ge/l\unlﬁlr

- Estur%i ER
»| Bax e .
* Bid Quimioterapia

Apaf-1
ATP  CytC
(aspasa-9

Smag/Diablo

'
Caspasa-3,7 | | IAP |
'

Sustratos

Presenilinas
Fodrina

APOPTOSIS

196/ Rev. Cienc. Salud / Bogota (Colombia) 3 (2): 186-205, julio-diciembre de 2005

‘ 08 Muerte celular.P65

196 $ 12/2/2005, 1:38 AM



Muerte celular: blanco terapéutico en neurodegeneracion y sepsis

Figura 2. Consecuencias generales de la apertura del poro de permeabilidad transicional

mitocondrial (mPTP) en apoptosis

EL PTP controla la liberacion de mediadores pro-apoptéticos de la mitocondrial al citosol y se encarga de mantener el
potencial de membrana mitocondrial (pmm). EL PTP es regulado por las proteinas de la familia Bcl-2: (A) proteinas
antiapoptoticas (Bcl-2 y Bcl-xL) inhiben la apertura del PTP, mientras (B) proteinas proapoptdticas (Bax y Bad) causan

apertura del PTP.
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A. Inhibicion de la apoptosis mediada por TNF por la proteina A1l (miembro de la familia de la Bcl-2). B. Inhibicion de

la apoptosis mediada por ceramida por accion de la proteina Al. Akt inhibe la via apoptética mitocondrial por medio de

la fosforilacion de Bad y la procaspasa 9. C. Akt inhibe la apoptosis mediada por Fas y la activacion de caspasa 8

(izquierda). Akt estimula la sintesis de oxido nitrico (derecha) que genera nitrosilacion e inhibicién de caspasa 3.
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