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Apoptosis: una muerte silenciosa
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RESUMEN. La apoptosis o muerte celular programada es un tipo de muerte
presente en todas las células eucarióticas. Es un proceso ordenado y esencial
del desarrollo normal y de mantenimiento de la homeostasis de un organis-
mo. En el presente trabajo se resumen las principales características fisiológi-
cas, bioquímicas y moleculares de la muerte por apoptosis, evento que ocurre
de forma apagada o silenciosa, o sea, sin daño celular aparente diferenciándo-
se claramente del proceso de necrosis celular. En ese proceso se destaca la
mitocondria, como organelo celular donde mediado por la activación de las
caspasas se inicia el paso hacia la muerte celular programada. En el momento
actual, la apoptosis ha cobrado un verdadero valor para la mejor comprensión
de los procesos biológicos normales en los que este evento está involucrado y
que con anterioridad no era tomado en cuenta. En este sentido, se comentan
las principales técnicas de detección de muerte celular programada y se acla-
ra que la elección de algunas de ellas depende del modelo de estudio. Tam-
bién se dan a conocer algunas de las patologías generales en las que este pro-
ceso representa un papel determinante y se discute acerca de cómo algunas
alteraciones en los mecanismos de regulación de la apoptosis inducen la apa-
rición de varias enfermedades, incluyendo aquellos desórdenes en los que ocu-
rre acumulación celular (cáncer, alteración cardiaca, neurodegeneración y
SIDA). El estudio y caracterización de este complejo mecanismo ha cambiado
profundamente la comprensión de numerosas patologías en los organismos
eucariotas.

ABSTRACT. The apoptosis or programmed cell death is a common phenom-
enon for all eukaryotic cells. This is a sequential process that plays an essen-
tial function for the normal development and homeostasis of an organism being
at present of major interest to understand many biological processes, for which
it was previously neglected. The present work summarizes the main aspects
of the biochemistry, the physiology and the molecular mechanisms of the
apoptotic cell death, a silent process that occurs without any apparent harm
for the cell and it is clearly different from the process of necrosis. A special
attention is dedicated to the role of mitochondrion as site of initiation of
apoptosis mediated by caspases activation. The main techniques used to de-
tect the apoptosis are shown, and various examples of pathologies where
apoptosis is involved are mentioned. At present it is well known that certain
defects in the regulation mechanisms of apoptotic cell death could contribute
to the development of many diseases, such as neurodegeneration and AIDS
and those including disorders where cell accumulation occurs (e.g. cancer and
heart failure).

APOPTOSIS. ASPECTOS GENE-
RALES

El nombre de apoptosis fue pro-
puesto por Kerr y Searle, quienes
utilizaron los términos griegos apo
(απο), desde, y ptosis (πΤοσισ), caí-
da o prolapso de un órgano o parte
de él. La apoptosis o muerte celu-
lar programada (MCP) es una for-
ma específica de muerte celular,
proceso que ocurre en los tejidos en
condiciones fisiológicas normales.1

Es un fenómeno fundamental en el
desarrollo embrionario2-4 la meta-
morfosis,5,1 atrofia tisular y regre-
sión tumoral,6,7 tanto en organis-
mos vertebrados como invertebra-
dos. Este proceso representa un
papel complementario, pero opues-
to a la necrosis en la regulación de
las poblaciones en células anima-
les. La necrosis puede ocurrir de-
bido a un ambiente con perturba-
ciones rigurosas y no de procesos
intrínsicos de la célula; se refiere a
la muerte accidental o patológica,
la cual es considerada diferente a
la apoptosis.8-10

Si bien se conoce la ocurrencia
y expresión de los procesos de
muerte celular programada, los
mecanismos moleculares a través
de los cuales se produce no se co-
nocen suficientemente y son estu-
diados a profundidad hasta el pre-
sente.11-14 Importantes trabajos en
los Estados Unidos demostraron
que el cultivo in vitro de linfocitos
T, en ausencia del factor de creci-
miento IL-2, induce la apoptosis en
dichas células. Otros grupos han
evidenciado que las células en
apoptosis segregan productos de
activación del sistema inmunitario,
en particular, la interleucina 2 (IL-2),
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la cual favorece la evacuación de los
restos celulares.15,10,16 También ha
sido observado que en el desarrollo
embrionario de primates hay una
sobreproducción de neuronas, de
las cuales deben ser eliminadas
aproximadamente un 38 %.17 Aún se
conoce poco de la señal que inter-
viene en la inducción de la apoptosis
y de cómo se transmite a las células
que tienen que morir. En los ver-
tebrados, existe una relación con la
inducción de la apoptosis, las molé-
culas Fas/APO-1 y el receptor para
el factor de necrosis tumoral (TNF-
R).18, 19

CARACTERISTICAS MORFOLÓ-
GICAS

Las células normales y sanas
presentan características morfoló-
gicas que revelan su buen estado,
pero si son alteradas, bien sea por
estímulos internos o externos, pue-
den entrar en un proceso de muer-
te programada o apoptosis.20 Los
cambios morfológicos más impor-
tantes que caracterizan el proceso
apoptótico son: pérdida de la inte-
gridad de la membrana, formacio-
nes vesiculares con disgregación y
compactación de la cromatina, re-
tracción y condensación celular y,
por último, desintegración de los
organelos disgregados en pequeñas
porciones, conocidas como cuerpos
apoptóticos, que son fagocitados sin
producir fenómenos inflamatorios
in vivo.15,21,22 Los cuerpos apoptó-
ticos quedan como restos de célu-
las fragmentadas que luego se hin-
chan y finalmente se rompen.23 Esta
fase terminal en las células in vitro
fue llamada necrosis secundaria24 y
más recientemente, aponecrosis.25

Es importante destacar que este
proceso asincrónico y algunos pasos
son aún desconocidos.26

CARACTERISTICAS BIOQUIMI-
CAS Y BASES GENETICAS

 La apoptosis está dada por la
activación de un programa genético
letal, el cual sugiere la existencia de
señales de sobrevivencia específi-
cas.20 La característica bioquímica
más distintiva de este proceso es la
alteración de la homeostasis celular,
proceso muy regulado y el cual pue-
de ser dependiente o no de ener-
gía.8,27,28 La degradación del ADN
nuclear es un evento irreversible,
siendo ésta una característica mo-
lecular del proceso apoptótico que
lo diferencia del proceso de necro-
sis celular.12,16 Los fragmentos del
ADN pueden ser observados bajo
electroforesis en forma de multí-

meros que comprenden segmentos
desde 180 a 200 bp.29, 30,31 Resulta di-
fícil la identificación de los genes in-
volucrados en la apoptosis en expe-
rimentos in vivo, ya que las células
que los expresan están destinadas
a morir rápidamente.26 La prolifera-
ción celular está relacionada con la
MCP, pero la supresión de la prolife-
ración celular no es signo esencial
para entrar a la vía de la apoptosis.
La expresión de los protooncogenes
c-myc y p53, conocidos por su rela-
ción con la proliferación celular, tie-
nen un papel importante en la in-
ducción de apoptosis.32,33El gen p-53,
supresor de tumores, también
muestra la capacidad de producir
apoptosis, especialmente cuando
el ADN es dañado por agentes ex-
ternos.31

MITOCONDRIAS Y APOPTOSIS

El papel de la mitocondria en la
apoptosis fue descubierto cuando se
supo que uno de los factores críti-
cos de la activación de la caspasa 3
es el citocromo c.35,36 Liberado este
de la mitocondria, se une a una pro-
teína llamada Apaf-1 y la induce a
asociarse con la pro-caspasa 9.37,38

Este evento dispara la activación de
caspasa 9 e inicia la cascada apoptó-
tica con el procesamiento de caspasa
3. Otras proteínas mitocondriales ta-
les como SMAC/DIABLO o factor
inductor de apoptosis (AIF) pueden
también ser liberadas por la mi-
tocondria para promover la apop-
tosis en una forma dependiente o
independiente de caspasa, respec-
tivamente.39 Además de la libera-
ción de activadores de caspasas,
otras señales convergen en la
mitocondria para inhibir o disparar
el proceso de MCP, las cuales inclu-
yen cambios en el transporte de
electrones, pérdida de potenciales
transmembranares mitocondriales,
alteraciones en actividades de óxi-
do-reducción celulares y la partici-
pación de genes antiapoptóticos
como bcl-2.36,40 El daño directo a la
mitocondria por virus, ceramidas,
radiación ultravioleta y drogas pue-
de inducir daño mitocondrial posi-
blemente a través de la ruptura de
sus membranas o cambios en el pH
interno y citosólico, lo cual, regula
la activación de caspasas. En mu-
chos casos, el potencial transmem-
brana mitocondrial más interno se
colapsa, lo que facilita la liberación
del citocromo c.39 Un número de
proteínas que residen en las mem-
branas interna y externa de la
mitocondria formarían canales
iónicos para regular la salida del

citocromo c. Una de estas proteínas
reguladoras es bcl-2, cuya presencia
inhibe la salida del citocromo c des-
de el interior mitocondrial.29,41 Al
menos 15 miembros de la familia
bcl-2 con propiedades pro o anti-
apoptóticas han sido identifica-
dos.31,40 Significativamente, varias
proteínas parecidas a bcl-2 son co-
dificadas por muchos virus, tales
como el EBV (BHRF1) y el virus
herpes humano 8 (KSbcl-2) para in-
hibir la muerte celular disparada
por la mitocondria.42,43,44 Es intere-
sante notar que los miembros pro-
apoptóticos de la familia bcl-2, tales
como bax, pueden también funcio-
nar como factores de supervivencia,
por ejemplo, en respuesta a la infec-
ción fatal con virus Sindbis. La de-
cisión de vida o muerte, apoptosis
o necrosis, parece estar relaciona-
da con el estado de la membrana
mitocondrial, lo que convierte a las
mitocondrias en organelos funda-
mentales de la activación de los pro-
cesos de muerte celular.45

INDUCTORES, REGULADORES Y
EFECTORES DE LA APOPTOSIS

Actualmente existen varios ele-
mentos que pueden ser comunes en
la muerte celular programada y sue-
len dividirse en tres grandes gru-
pos: inductores, reguladores y efec-
tores. Los inductores constituyen
todo un conjunto de señales que in-
ducen a la célula a entrar en el pro-
ceso de apoptosis. Estas pueden ser
externas a la célula o producidas por
ella; una misma señal puede indu-
cir muerte celular o proliferación.46-48

Algunos inductores, como radiacio-
nes ionizantes, virus, sustancias
químicas, sustancias reactivas del
oxígeno, algunas con actividad anti-
tumoral, y algunos medicamentos,
actúan al unirse a receptores de
membrana49,50,51 y pueden activar
directa o indirectamente alguno de
los mecanismos efectores de la
apoptosis. Los daños en el DNA,
causados por radiaciones ionizantes
o por sustancias químicas pueden
actuar como potentes inductores de
apoptosis. 52

Dentro de los reguladores de la
apoptosis se encuentran los genes
de la familia bcl-2, que constituyen
el prototipo de una gran familia de
genes que codifica para un grupo de
proteínas que puede tanto inhibir la
apoptosis (bcl-2, bcl-xL) como pro-
moverla. Los efectores de la apop-
tosis son los responsables de los
cambios estructurales que se obser-
van en las células y que llevan a la
muerte celular. Estos cambios son
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muy parecidos en los distintos tipos
de células, lo que sugiere que los
mecanismos de muerte están bien
conservados; fundamentalmente
son enzimas que, una vez activadas,
inician el programa de destrucción
irremediablemente.53

Estos son algunos de los elemen-
tos que intervienen en la apoptosis;
existen otros de los cuales, en algu-
nos casos, se conocen sus mecanis-
mos de acción. Sin embargo, no está
todavía totalmente clara la señal
que permite a la célula distinguir
cuándo debe morir, el mecanismo
exacto de cómo se produce la muer-
te y si existe un punto clave en el
que converjan todos los elementos.

PRINCIPALES METODOS PARA
EL ESTUDIO DE LA APOPTOSIS

Existen varias técnicas para de-
terminar y cuantificar el fenómeno
apoptótico. Las que se elijan para
estudiar este fenómeno dependen
del modelo de estudio, del tipo de
muestras y de la infraestructura
disponible.19 A continuación, se pre-
sentan algunas de las más amplia-
mente utilizadas.

Electroforesis de ADN

Se basa en la extracción y puri-
ficación del ADN de las células y su
separación cromatográfica en geles
de agarosa; es un método principal-
mente cualitativo. Su análisis en
cultivo de células, de forma general,
lo precede alguna evaluación de la
actividad vital de la célula a través
de la medición de la actividad mito-
condrial, ejemplo, la técnica del
MTT. La fragmentación genómica
pone en evidencia el rompimiento
de la cromatina y permite visualizar
el patrón de escalera (ladder) típico
del fenómeno apoptótico, dado por
fragmentos de ADN de 180 a 200 pb
y sus múltiplos,49,54 siendo posible
además, la distinción entre apopto-
sis y necrosis, ya que en esta última
se observa un barrido en los geles.

Microscopia

La determinación de apoptosis
puede realizarse en cortes de tejido
teñidos con hematoxilina-eosina
(H-E), siempre y cuando la magni-
tud del fenómeno así lo permita.
Esta tinción no es una técnica es-
pecífica para apoptosis, por lo que
deberá acompañarse de otras prue-
bas. La inmunohistoquímica es una
herramienta muy útil, ya que per-
mite la detección de proteínas que
participan en el proceso apoptótico
con anticuerpos específicos. La téc-
nica TUNEL (transferasa-mediated

dUTP nick end labeling) es una de
las más empleadas en la detección
y cuantificación de la apoptosis. Se
basa en el marcaje de los extremos
3�OH libres generados durante la
fragmentación del ADN en la muer-
te apoptótica.55

Citometría de flujo

Existen varias técnicas para de-
terminar apoptosis con empleo de
la citometría de flujo, las cuales se
pueden dividir en tres grupos:

Detección de moléculas involu-
cradas en la muerte apoptótica.
Muchas de ellas utilizan anticuer-
pos acoplados a algún fluorocromo,
que están dirigidos contra algu-
na de las moléculas involucradas
en la muerte apoptótica (Fas,
FasL, bcl-2 y p53).
Análisis del ciclo celular. Se basa
en la detección del contenido de
ADN en la célula. Las células en
fase Go o G1 presentan un conte-
nido de ADN = 2N; cuando entran
en división e inician la síntesis de
material genético la cantidad es
mayor (fase S), mientras que las
células en mitosis tienen exacta-
mente el doble de ADN justo an-
tes de separarse en dos células
hijas (fases G2 y M), siendo enton-
ces su contenido igual a 4N. Su
limitante es que detecta una eta-
pa tardía de la muerte celular, por
lo que en sistemas in vivo es di-
fícil captar las células apoptó-
ticas, pues son rápidamente re-
movidas por células fagocíticas.
Determinación de la actividad
de caspasas. Resulta útil cuando
se quiere establecer la ruta de in-
ducción de apoptosis. Se emplea
el sustrato de la caspasa unido a
una molécula fluorogénica. Esta
se vuelve fluorescente y detecta-
ble en el citómetro de flujo.56,54

APOPTOSIS Y PATOLOGIAS ASO-
CIADAS

 Los primeros planteamientos
de que la apoptosis podría ser usa-
da como mecanismo de defensa del
organismo hospedero fue propues-
ta en 1985 y esta autonomía de de-
sarrollar la apoptosis como estra-
tegia de defensa contra los virus fue
aclarada en experimentos posterio-
res presentados por otros investi-
gadores.57 Es posible que muchas
patologías humanas caracterizadas
por muerte celular (enfermedades
neurodegenerativas, infartos y daño
cerebral traumático), puedan estar
causadas por procesos que inac-
tivan genes específicos de este pro-
ceso (ced-9). Otro importante grupo

concluyó que el mecanismo emplea-
do por Salmonella flexneri (causante
de la disentería celular) para matar
a los macrófagos es la apoptosis y
descubrieron que un gen de la bac-
teria producía una molécula que
pone en marcha el mecanismo que
conduce a la muerte celular. De este
modo, existen algunas bacterias
que pueden provocar la apoptosis
en células humanas, por ejemplo:
Bordetella pertusis, agente de la tos
ferina, destruye los macrófagos pro-
duciendo una enzima la adelinato-
ciclasa que estimula la formación de
AMP cíclico a partir de ATP, desen-
cadenando la apoptosis. El papel del
AMP cíclico es aún desconocido,
pero se piensa que podría actuar
como un segundo mensajero en la
producción de enzima nucleasa. Cier-
tos patógenos bacterianos causan
lesiones mediante la secreción de
toxinas que actúan a distancia, las
cuales tienen una doble actividad:
como inhibidoras de la biosíntesis
de las proteínas y también como
una enzima nucleasa capaz de frag-
mentar los ácidos nucleicos.58 La in-
ducción de la apoptosis mediante
moléculas de activación se muestra
como un importante medio que per-
mite a algunas bacterias ser patóge-
nas. Es también interesante señalar
que la apoptosis parece intervenir
en otras situaciones patológicas. En
la década de los noventa se descu-
brió que las proteínas virales gp 120
del virus del SIDA (VIH) se unían a
la superficie de la membrana plas-
mática de las neuronas, induciendo
su muerte después de la entrada de
Ca2+. De esta manera, se podría ex-
plicar también la muerte masiva de
las linfocitos T CD4 en la infección
de este virus desprende con facili-
dad la proteína gp 120 que se uniría
al receptor CD4 y podría perturbar
el trayecto de las señales molecula-
res de activación de los linfocitos T
por lo tanto, la apoptosis pasa a ocu-
par un lugar entre los mecanismos
susceptibles de explicar el desarrollo
del SIDA.59, 60,61

El virus de la influenza es un po-
tente inductor de apoptosis, pero las
células diana se encuentran bien
preparadas para frenar una muerte
masiva. Para inhibir la apoptosis,
los virus actúan fundamentalmen-
te a tres niveles: el de la proteína
BcL-2, el de las caspasas o sobre la
p53. Así, el adenovirus, el virus de
la fiebre aftosa y el Epstein-Barr
producen sustancias semejantes a
la Bcl-2.Los poxvirus y baculovirus
tratan de inhibir el ICE con la Cmr
A y la p35, mientras que la proteína
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E6 del virus del papiloma humano
inactiva la p53. Por el contrario, el
VIH produce un exceso de apopto-
sis en los linfocitos T CD4 al sobreex-
presar el receptor Fas, aunque no ha
podido demostrarse in vitro que la
vía para la muerte sea la interacción
Fas-Fas ligando. Por otra parte, en
enfermos VIH positivos, la proteí-
na Tat de estos pacientes tiene se-
cuencias RGD semejantes a las
existentes en la matriz extracelular,
que podrían ser activadoras de las
caspasas.62

 El reconocimiento de que la
muerte celular fisiológica no se
debe solo a causas intrínsecas de las
células, ayudará a enfermedades ta-
les como cáncer,  las neurodegene-
rativas, el SIDA y las autoinmunes
entre otras, con lo cual, se pueda lle-
gar a nuevos enfoques en el trata-
miento de estos padecimientos.
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Los haces de luz emitidos por los láseres no siempre tienen una elevada monocromaticidad. Sin
embargo, la aproximación cuasi monocromática, según la cual la longitud de onda media de la radia-
ción láser se supone mucho mayor que su ancho de banda espectral, se emplea usualmente en el
estudio de la propagación y caracterización de haces láser. En particular, se supone válida en el mode-
lo físico de Haces Gaussianos Monocromáticos (HGM), ampliamente utilizado en el cálculo de pará-
metros de haces láser y en el diseño de sistemas ópticos para guiarlos o transformarlos.

Se realizó una generalización del modelo de HGM al caso de haces láser con anchos espectrales
grandes (no satisfacen la aproximación, cuasi monocromática). Estos haces son denominados Haces
Gaussianos Policromáticos (HGP). El modelo propuesto supone que un HGP está formado por compo-
nentes monocromáticos que satisfacen la ecuación de onda paraxial. Se parte de la norma ISO/DIS
11146 para definir el radio cuadrado de una componente monocromática, teniendo en cuenta la
densidad espectral de potencia del HGP.

El trabajo aporta un modelo físico de haces láser policromáticos que permite estudiar: sumas
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láser.
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