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RESUMEN

Desde el punto de vista morfoldgico, la muerte celular se ha
clasificado en numerosos tipos, siendo los principales la necrosis,
caracterizada por la ruptura de la membrana plasmatica y el
hinchamiento de organelos, y la apoptosis, en la que se observa
condensacién nuclear mientraslamembrana celular se encuentra
intacta. Tradicionalmente, laapoptosis se hadenominado muerte
celular programada, ya que se relaciona con la ejecucion de un
mecanismo intracelular orquestado que implica la expresion
génica, la sintesis de proteinas y activacion de caspasas. En
cambio, la necrosis, se asume como un mecanismo pasivo que se

genera por la entrada masiva de iones y agua al interior celular.

Sin embargo, evidencia actual apunta a la existencia de muerte
celular con morfologia necrdtica, pero cuya génesis implica la
ejecucion regulada de eventos intracelulares. Especificamente
para el caso de las neuronas, este tipo de necrosis “activa” se
ha observado en ciertas condiciones experimentales y se ha
denominado ya sea “necrosis programada” 6 “necroptosis”,
dependiendo del mecanismo de sefalizacion involucrado. El
objetivo de esta revision es describir el conocimiento actual
sobre estas formas de necrosis neuronal con énfasis en los
mecanismos de la “necrosis programada”.
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ABSTRACT

Cell death has been classified in different types considering
the morphological features displayed; the main categories are
necrosis and apoptosis. Necrosis is characterized by rupture of
plasmatic membrane and organelle swelling, while apoptosis
courses with high chromatin condensation without disruption of
cell membrane. Traditionally, apoptosis has been denominated
programmed cell death, since it is associated with the execution
of an orchestrated program which implies gen expression,
protein synthesis and caspase activation; whereas necrosis
has been considered a passive and disordered phenomenon
generated by the massive influx of ions and water to the cell.
However, recent evidence points to the existence of a type
of cell death with necrotic morphology, which implies the
execution of well-regulated cell events. Specifically for neurons,
this type of active necrosis has been observed under specific
experimental conditions and has been termed programmed
necrosis or necroptosis. The goal of this review is to describe
the mechanisms known about these forms of necrosis in
neurons emphasizing the knowledge existing nowadays about
programmed necrosis.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo la muerte celular se ha descrito en
términos morfoldgicos y bioquimicos, e incluso como una
mezcla de ambos criterios, pero cierto es que la clasificacion de
la muerte celular se basa principalmente en la morfologia. En
este contexto y de acuerdo al Comité de Nomenclatura sobre
Muerte Celular (The Nomenclature Committee on Cell Death)
se considera que una célula estd muerta cuando ha perdido
la integridad de su membrana plasmatica (definido por la
incorporacion de colorantes vitales in vitro, e.g. el yoduro de
propidio); ha sufrido fragmentacion completa, incluyendo su
nucleo, en pequefios cuerpos (frecuentemente denominados
cuerpos apoptdticos) y/o el cadaver (o los fragmentos) han sido
engullidos poruna célulaadyacenteinvivo'. Este mismo comité ha
dividido a la muerte celular en cinco tipos principales: apoptosis,
autofagia, necrosis, cornificacidn y atipica (ésta ultima incluye
a la catastrofe mitdtica, anoikis, excitotoxicidad, degeneracién
valeriana, paraptosis, pironecrosis y entosis) . Sin embargo,
debe mencionarse que esta clasificacion incluye los diferentes
ejemplos de muerte celular que se han observado, muchos de los
cuales son exclusivos para un tipo celular particular, tal es el caso
de la cornificacion que ocurre especificamente en la epidermis?.
Para el lector interesado en conocer los detalles de estos tipos
de muerte celular, se recomienda ampliamente la clasificacién
reportada por Kroemer y colegas®. Vale la pena destacar que
en esta categorizacidén, se menciona a la excitotoxicidad como
un fendmeno atipico propio de las neuronas, indicando que es
causada por la activacién de receptores glutamatérgicos del
tipo NMDA vy el influjo de iones calcio (Ca**) que su apertura
promueve. Sin embargo, debe tenerse claro, que las neuronas
pueden morir por apoptosis o necrosis, lo cual puede depender
en gran medida de la magnitud y la naturaleza del estimulo
qgue desencadena la muerte celular, asi como de otros aspectos
fisioldgicos propios de cada estirpe neuronal, incluyendo el nivel
de maduracion de las mismas %34,

Apoptosis vs necrosis

Aun hoy en dia, existe controversia en los criterios que permiten
la distincion entre apoptosis y necrosis. Sin embargo, la
clasificacion original de los tipos de muerte celular considera
a la morfologia para su identificacion. Con el advenimiento de
numerosas técnicas bioquimicas, se identificd que la apoptosis
cursaba con la sintesis y activaciéon de proteinas, e incluso con
la expresidn de genes especificos, razon por la cual se le calificd
como un proceso activo. Ademas, a la apoptosis se le considerd
ordenada, ya que las caspasas se activan durante este proceso,
lo hacian de manera especifica y altamente organizada. En
cambio, en los primeros estudios, la necrosis se caracterizd por
ejecutarse en ausencia de sintesis proteica e independiente de

un programa celular definido, razén por la que se considerd
un proceso pasivo y desordenado’®. Efectivamente, este tipo
de necrosis es la que prevalece; sin embargo, investigaciones
realizadas en los ultimos afios, muestran que puede existir
una forma de necrosis que sigue un programa especifico de
ejecucidn, y por lo tanto se considera activa.

Caracteristicas morfoldgicas

Como se menciond anteriormente, la apoptosis y la necrosis
pueden identificarse por diferentes criterios morfoldgicos®.
A este respecto, las caracteristicas morfoldgicas propias
de la necrosis incluyen el hinchamiento temprano de los
organelos intracelulares como las mitocondrias y el reticulo
endopldsmico, asi como de la célula en general (oncosis) y la
ruptura de la membrana plasmatica; mientras que el nucleo se
mantiene relativamente preservado®®. En cambio, la apoptosis
se caracteriza por cambios iniciales en el nucleo celular que
incluyen la condensacién de la cromatina (picnosis) y su
ruptura en fragmentos (cariorrexis), mientras que los organelos
citoplasmaticos se encuentran relativamente normales y la
membrana celular intacta hasta etapas muy avanzados'®.
Frecuentemente en estados avanzados de la apoptosis, se
observan los llamados cuerpos apoptoticos, fragmentos de la
célula muerta los cuales son normalmente fagocitados!.

Aspectos bioquimicos

Tradicional e histéricamente, laapoptosis se considera un proceso
activo y ordenado, dependiente de la sintesis de proteinas y de
la expresion génica y que involucra la activacion de un programa
de muerte celular, e.g., la activacion de caspasas’. En contraste,
la necrosis se considera un proceso descontrolado que se origina
por una falla en los procesos que mantienen el estado energético
celular, lo que ocasiona la entrada masiva de iones a la célula, su
hinchamiento y subsecuente explosidn®.

Diversos atentados a la integridad cerebral pueden
inducir muerte neuronal, debido a la activacidon de un programa
de muerte celular. Los procesos mejor caracterizados son las
vias extrinseca e intrinseca, los cuales ofrecen varias alternativas
de activacion de las caspasas, una familia de cisteina-proteasas
activamente implicadas en la muerte celular®. La activacion
de la via “extrinseca” involucra la participacion de receptores
localizados en la membrana plasmatica cominmente llamados
“receptores de muerte celular”, que pertenecen a la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF). La activacion de dichos
receptores, promueve a su vez la activacidn de la caspasa-8, la
cual eventualmente activa a la caspasa-3. Esta ultima, la “caspasa
ejecutora” mata a la célula a través de sus efectos proteoliticos,
promoviendo el rompimiento del citoesqueleto, activando la
ruptura del ADN y desactivando a las enzimas de reparacion del
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ADN, entre otras acciones. En la via “intrinseca”, la mitocondria
juega un papel critico. El citocromo c es liberado del espacio
intermembranal de la mitocondria al citosol, y alli interacttia con
el factor apoptético activador de proteasas (apoptotic protein
factor-1, APAF-1) y ATP para formar el apoptosoma, mismo
que posteriormente activa a la caspasa-9, misma que a su vez
promueve la activaciéon de la caspasa-3 quien finalmente causa
la muerte celular por procesos similares a los ya descritos™.
Las caspasas-8 y -9 son denominadas también como caspasas
“iniciadoras” (ademds de las caspasas 2 y 10) , ya que su
activaciéon promueve la iniciacion del programa de muerte
celular, mientras que la caspasa-3 (ademas de las caspasas 6
y 7) se denomina “ejecutora” al ser responsable de las ultimas
etapas del proceso'®.
Debemencionarsequeactualmentesehancaracterizado
numerosos factores adicionales implicados en los procesos de
muerte celular, mismos que pueden ser “dependientes” de
caspasas, i.e., aquellos cuyo proceso implica la activacion de las
vias extrinseca o intrinseca de muerte celular, o bien procesos
“independientes” de caspasas, los cuales como su nombre
lo indica, se llevan a cabo sin implicacion de esta familia de
proteasas y que pueden incluir a otros actores mitocondriales
como el factor inductor de apoptosis (apoptosis inducing factor,
AIF), la endonucleasa-G, asi como miembros de la familia de
factores apoptéticos Bcl-2 como Bax, entre muchos otros!>*3,

Necrosis neuronal y programas de muerte celular

En afios recientes, se han identificado algunos tipos de muerte
neuronal con morfologia necrdética, pero asociados a la expresion
o activacién de marcadores bioquimicos de muerte celular.
Esto hallazgos, han promovido el estudio conjunto de aspectos
morfoldgicos y bioquimicos de la muerte neuronal. Sin embargo,
aun aceptando que la necrosis no es un fenémeno pasivo,
existen diferentes mecanismos implicados en este proceso.
De hecho la literatura no ha estandarizado los términos a
emplearse para esta forma de necrosis, de manera que necrosis
activa, necrosis programada, aponecrosis y necroptosis pueden
parecer sindnimos. No obstante, esta revision propone clasificar
a la “necrosis activa” en al menos dos categorias considerando
los procesos de ejecucion conocidos hasta el momento
(Figura 1). Entonces, la “necrosis activa” puede dividirse en: 1)
“necrosis programada”, la cual es dependiente de caspasas y 2)
necroptosis, la cual implica la participacién de la cinasa serina/
treonina denominada proteina de interaccién con receptores
tipo 1 (Receptor Interacting Protein-1, RIP1). En los siguientes
apartados se pretende describir mas a detalle estos tipos de
necrosis.

“Necrosis programada”

A mediados de la década pasada, se describié un tipo de muerte
neuronal con caracteristicas morfoldgicas de necrosis, pero con
caracteristicas bioquimicas de apoptosis, tales como la liberacién
del citocromo cy la activacién de caspasas'*!>!, Este fendmeno
se observd en cultivos neuronales primarios en condiciones de
hipoxia y de excitotoxicidad y se catalogd inicialmente como
“necrosis programada” 7. Sin embargo, este término es
frecuentemente intercambiado con el de “necrosis activa”*®. En
estos trabajos, la hipoxia causada por la aplicacion de cianuro
de sodio a cultivos primarios de neuronas granulares del giro
dentado, produjo una forma de “necrosis programada” con
un mecanismo independiente de la sintesis de proteinas,
pero asociada con la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, la liberacién del citocromo ¢ de la mitoncrondria
y la activacidn de la caspasa-9, secundada por la activacion
de la caspasa-3'*. Un proceso similar de “muerte neuronal
programada” se observd aun en presencia de antagonistas de
los receptores glutamatérgicos AMPA (NBQX) y NMDA (MK-
801), i.e. en la muerte neuronal hipdxica por mecanismos no
excitotéxicos. Por otro lado, el glutamato aplicado in vitro
causa excitotoxicidad neuronal a través de la estimulacién de los
receptores tipo NMDA, proceso que promueve la activacién de
la via mitocondrial de muerte celular, iniciada por la liberacion
de citocromo c y seguido por la activacion de las caspasas-9 y
-3, que finalmente produce necrosis, o0 mas especificamente
“necrosis activa” .

Evidencia adicional refuerza la existencia de Ia
“necrosis neuronal programada o activa” in vivo, aunque de
manera indirecta. Uno de estos estudios evalué la muerte
neuronal causada por el status epilepticus (SE) en la rata
adulta. El SE es una condicidén neuroldgica que cursa con crisis
epilépticas persistentes que llegan a ser autosostenidas, sin
que el individuo que la padece recupere el contacto con el
medio exterior®® y cuyos mecanismos de generacién implican
a la neurotransmisién glutamatérgica, misma que también
puede desencadenar muerte neuronal’. En este reporte se
demostrd que el SE producido por el 4cido kainico (un agonista
glutamatérgico) en la rata adulta causa dos tipos de muerte en
las neuronas piramidales. Un primer tipo necrético temprano ya
que se observa un dia después de las convulsiones, y un tipo de
necrosis tardia (3-7 dias pos-SE) la cual cursa con fragmentacion
del ADN (determinada con la tincién de TUNEL) y con la activacién
de la caspasa-3%. Un hecho sobresaliente, es que aunque se
observaron estos marcadores bioquimicos, no se identificd
muerte neuronal apoptdtica, siendo la necrosis el tipo de
muerte neuronal preponderante después del SE*. Por otro lado,
Carloni y colaboradores?! también identificaron que la hipoxia
en ratas neonatas produjo muerte neuronal en el hipocampo y
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la corteza cerebral, que estas neuronas fueron inmunoreactivas
a caspasa-3 y que incorporaron al colorante yoduro de propidio
(indicador de una alteracion en la membrana plasmatica). Cabe
destacar que estos hallazgos no fueron interpretados como la
existencia de tipo de necrosis “activa”, sino como un proceso de
necrosis secundaria.

A partir de estos resultados, se inicid el estudio
conjunto de marcadores de muerte celular y de la morfologia
de las neuronas dafiadas, para entender mejor los mecanismos
celulares que inducen el dafio neuronal in vivo, particularmente
en la region CA1l del hipocampo de la rata en desarrollo
después del SE inducido con el modelo de litio-pilocarpina. Los
resultados sugirieron la existencia de un fenédmeno similar a
la “necrosis programada” observada in vitro y que se presenta
en el area CA1 del hipocampo de ratas a las que se indujo SE
durante el dia postnatal 14 (P14). En estas ratas, 24 h después
del SE, aproximadamente el 20% de las neuronas necrdticas
expresan la forma activa de la caspasa-32?, aunque no muestran
activacion de caspasa-9%. Sin embargo, 6 h después del inicio
del SE existe una extensa expresion de la caspasa-8 activa en
el drea CA1 hipocampal®®. Los hallazgos anteriores sugieren
que las neuronas piramidales de CA1 podrian estar muriendo
a través de un mecanismo dependiente de caspasas, pero que
conlleva a una morfologia necrética®**%. Un inhibidor general de
caspasas (QVD-Oph) disminuye el nimero de células necréticas
causadas por el SE, corroborando que este tipo de “necrosis
activa” involucra la activacion de estas cisteina-proteasas?®. La
participacion de la caspasa-8 también sugiere que la llamada
via extrinseca de muerte celular podria estar involucrada en
este fendmeno. En contraste, en el giro dentado del hipocampo
de la rata durante P14, el SE induce principalmente apoptosis,
la cual se asocia con la activaciéon de caspasa-3 y caspasa-9, y
que posiblemente involucra la activacion de la via intrinseca de
muerte celular, datos que apoyan adicionalmente la posibilidad
de que la necrosis programada ocurra en tipos neuronales
especificos**® (Figura 1).

De esta manera, los hallazgos previos ponen de
manifiesto que esta forma de “necrosis programada” ocurre en
las neuronas piramidales de CA1, pero no en la células granulares
del hipocampo, lo cual sugiere que este proceso de muerte
neuronal estd asociado al grado de maduracidn de las neuronas
y/o de los circuitos excitatorios de los que forman parte®?. Esta
propuesta se refuerza al considerar que las neuronas granulares
se desarrollan posnatalmente, mientras que las neuronas
piramidales lo hacen durante la etapa fetal***>?® y que existe
una regulacion a la baja de algunos factores de muerte celular
dependiendo de la edad del sujeto?”%.

Algunos de los candidatos a activar esta via extrinseca de
muerte celular y causar necrosis programada en la regién CA1

del hipocampo después del SE, son las citoquinas inflamatorias
tales como el factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a)
y la interleucina 1-beta (IL-1B). A este respecto, resultados
preliminares de nuestro grupo de investigacion muestran que
la IL-1B se expresa tempranamente en células del drea CA1l
piramidal (presumiblemente neuronas por su morfologia)*,
region donde se identifica muerte neuronal necrdtica masiva
después del SE?*2, Si bien es cierto que estos hallazgos son
correlacionales, sugieren que esta citoquina inflamatoria podria
iniciar una cascada de sefalizacién que active a las caspasas-8 y
-3 y finalmente culmine en una muerte neuronal necrética. En
cambio, después del SE existe una expresion discreta de TNF-a
en la formacion hipocampal, misma que no se restringe a la
capa piramidal de CA1 (datos no publicados). Asi, la inflamacién
parece estar implicada en los procesos iniciadores de la “necrosis
programada” causada por el SE, aunque indudablemente es
necesario realizar estudios adicionales para confirmar esta
hipétesis.

Necroptosis

Este tipo de necrosis dependiente de un proceso celular
organizado, se ha observado en células del sistema inmune,
células cancerigenas y mas recientemente en neuronas3'3% 33
34 Dentro de los agentes o mecanismos desencadenantes de
la necroptosis se encuentran el TNF-a a través de su receptor
TNFR1, los inhibidores de caspasas (e.g. el inhibidor general
Z-VAD.fmk), mismos que se han estudiado en condiciones de
excitotoxicidad, hipoxia o traumatismo, ya sea in vivo o in vitro"
32,33,34,35, 36.

A nivel intracelular, el principal mediador de este
proceso necrético es la cinasa serina/treonina RIP1, la cual tiene
un dominio de muerte que le permite interactuar con receptores
membranales®* *3. Sin embargo, la cascada de sefializacién que
ocurre posterior a la activaciéon de ésta cinasa no se conoce a
detalle, aunque se propone que especies reactivas de oxigeno,
factores mitocondriales, lipasas y ceramidas son los efectores
de la muerte celular®® 3>, Otras moléculas implicadas en la
necroptosis incluyen a la ciclofilina D, una peptidilpropil cis-
trans isomerasa mitoncondrial que contribuye a la denominada
permeabilidad transicional mitocondrial; la polimerasa poli
(ADP-ribosa) o PARP-1, una enzima de reparacion de ADN, al
AIF y la calpaina (proteasa dependiente de Ca*™) entre otros3%,
Especificamente para el caso de las neuronas, Degterev y
colaboradores®, mostraron que la isquemia causada en ratones
tras la ligadura de la arteria carétida media produce necroptosis
, Y que la necrostatina-1 (Nec-1), un inhibidor de RIP1, disminuye
el tamafio de la zona infartada. Nec-1 también dismunuye el
dafio cortical y reduce el deterioro mnemaonico en ratones que
sufrieron traumatismo cortical®®. La evidencia anterior apoya
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la existencia de esta forma de necrosis neuronal activa in vivo.
De manera similar, estudios realizados en cultivos de neuronas
corticales demostraron que la necroptosis puede ser causada
por el NMDA y que este efecto excitotdxico se ve disminuido por
la aplicacion de concentraciones crecientes de Nec-1** (Figura
1).

Hipoxia/isquemia
Excitotoxicidad
Status epilepticus

4

NECROSIS

NECROSIS NECROPTOSIS

PROGRAMADA in vitro in vivo
in vitro in vivo RIP1
Cas-9 IL'IB ? a m
ROS Lipasas
Cas-3 Cas-8 Nucleasas
as-
Cas-3

Figura 1. La hipoxia/isquemia, la excitotoxicidad, el status epilepticus y el
traumatismo cerebral pueden causar muerte neuronal necrética que resulte
de un proceso activo: “necrosis programada” o necroptosis. Experimentos in
vitro e in vivo han mostrado que estos fendmenos ocurren a través de vias de
sefializacién diferentes. La necrosis programada es dependiente de caspasas,
mientras que la necroptosis involucra a la cinasa RIP1 para llevarse a cabo.
Abreviaciones: Cas-9, caspasa-9; Cas-8, caspasa-8; Cas-3, caspasa-3; RIP1, cinasa
RIP1; ROS, especies reactivas de oxigeno.

CONCLUSIONES

Aun a la fecha existe discrepancia en los conceptos de necrosis
y apoptosis, sobre todo porque se han mezclado aspectos
morfoldgicos y bioquimicos, lo cual mas que unificar criterios
abre un abanico de posibilidades. En este contexto, las neuronas
pueden morir por un proceso activo que puede culminar en
necrosis: la denominada “necrosis programada” que implica
la activacion de un programa celular dependiente de caspasas

para llevarse a cabo, o la necroptosis, que involucra a la proteina
RIP1. Los datos experimentales hasta ahora obtenidos indican
que estos procesos pueden ocurrir en condiciones de hipoxia-
isquemia, excitotoxicidad, status epilepticus y traumatismo
cerebral. Finalmente, debe tenerse en cuenta que la clasificacién
apropiada de los procesos de muerte neuronal implica el uso
correcto de los criterios morfoldgicos y el empleo conjunto de
marcadores bioquimicos.
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