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Resumen: L] calcio (Ca2') cs una de las
principales sefales intracelulares. Modula
procesos bioldgicos esenciales como la
proliferacion, la diferenciacion y ¢
metabolismo celular, la exocitosis y la
contraccion muscular. El Ca®* participa tanto
en sefales de vida como de muerte, v para
que actiic como seal se requicre incrementar
los niveles de Ca™ intracelular; pero si este
incremento sc prolonga, puede ser letal para
la célula, llevindola a una muerte apoptotica
o necrotica. Tanto ¢l reticulo endoplismico
(RE) como la mitocondria son esenciales para
mantener los niveles adecuados de Ca™.
Actualmente existe una controversia que
tiene como objetivo establecer si la muerte
celular dependiente de Ca™ es disparada por
la mitocondria o por ¢l RE, Sin embargo,
existen evidencias que sugicren gue ambos
organelos se encuentran involucrados en la
muerte celular dependiente de Ca®* mediante
vias de senalizacion independientes, pero
también se sugiere que la muerte celular
disparada por el RE tiene como blanco la
disfuncion de la mitocondria y viceversa. Es
decir, que un balance en la homeostasis del
Ca™ tanto en ¢l RE como en la mitocondria,
debe desempenar un papel crucial en el buen
funcionameinto de la eélula.

Palabras clave: calcio, reticulo

endoplismico, mitocondria, aptosis.

The Controversy About Cell Death
Mediated by Calcium: is it Triggered
by the Mitochondrion or by the
Endoplasmic Reticulum?

Abstract. Calcium (Ca’") is one of the main
intracellular signals, that modulates essential
biological processes such as cell proliferation,
differentiation, exocytosis and metabolism, as
well as muscle contraction, Ca2* is involved
in both, life and death signals, since high levels
of intracellular Ca2’ are necessary to act as a
signal, but continued high levels of Ca2" are
lethal to the cell, leading to apoptotic or
necrotic cell death. The endoplasmic
retculum (EER) and the mitochondria are both
essential to maintain the right levels of Ca2’.
Currently, there is a controversy about
whether Ca2'-mediated cell death is triggered
by the mitochondrion or by the ER. Available
evidence suggests that both organelles are
involved in cell death through independent
signalling pathways, but it also suggests thar
the cellular death triggered by the ER has the
mitochondria as a target and viceversa.
Therefore, the balance of Ca®* homeostasis in
both the ER and the mitochondrnon must be
crucial for the correet functioning of the eell.
Key words: calcium, endoplasmic

reticulum, mithocondria, apoptosis.

En la mayoria de las actividades que realizamos se encuen-
tra implicado el i6n de calcio (Ca®™); por ejemplo en nues-
tros movimientos, en la forma en que palpita nuestro cora-
z0n o en la forma en que nuestro cerebro procesa infor-
macion y la almacena en la memoria. Para llevar a cabo
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estas actividades, el Ca®" actia como un mensajero
intracelular, generando informacion dentro de las células
para que éstas regulen su actividad. Por ejemplo, el Ca™
dispara el proceso de la fertilizacion v controla el desarrollo
v la diferenciacion de las células. También media la subse-
cuente actividad de estas células v finalmente, se encuentra

involucrado de manera invariable en la muerte celular, Para
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coordinar todas estas funciones las sefales de Ca*' deben
ser flexibles pero reguladas de una manera precisa. Fsta
increible versaulidad surge a través del uso de una variada
forma de senalizacion mediada por este i6n, donde puede
actuar en diferentes contextos de espacio, tiempo v ampli-
tud; por lo que diversos tpos de eélulas, seleccionan com-
binaciones de senales de Ca™ con los parimetros precisos
para adecuarlos a su fisiologia (Berridge e/ o/, 1998). En
revisiones recientes (Siesjo ef af, 1999; Paschen y Doutheil,
1999) se plantea una controversia, la cual tiene como pun-
to principal de discusion la muerte celular dependiente de
Ca’". Siesjo ef al. (1999) defienden una hipétesis que sugie-
re que la muerte celular es disparada por la mitocondria,
mientras que Paschen v Doutheil (1999) sugicren que la
muerte celular es disparada por el reticulo endoplasmico
(RI1). Sin embargo, para llevar a cabo una discusion mads
profunda de estas hipotesis es necesario comenzar con al-

gunos hechos basicos del metabolismo celular de Ca*'.
I. La regulacion del calcio dentro de la célula

l.a concentracion de Ca®' libre en ¢l citoplasma de cual-
quicr célula es extremadamente baja (~1x107 M), mientras
que la concentracion en ¢l fluido extracelular es >1x107m
(Alberts et al., 1994) v dentro del RE es de 3x107m
(Sambrook, 1990). De manera que, un gradiente clevado
en el exterior de la célula tiende a conducir Ca** extracelular
hacia el citoplasma a través de la membrana plasmatica y
del interior de la membrana del RI: hacia el citoplasma. Cuan-
do una sefial abre los canales de Ca*" en cualquiera de estas
membranas, este i6n ¢s liberado hacia el citoplasma,
incrementando dramaticamente la concentraciéon de Ca™
intracelular ([Ca’’]i) v activando mecanismos de respuesta
sensibles a Ca*' en la célula. Para que estos mecanismos
funcionen, la concentracion de Ca®' debe mantenerse baja,
lo cual se logra de diferentes maneras. Todas las células
eucariotas tienen una bomba ATPasa de Ca*' en su mem-
brana plasmatica (PAMCA), que utiliza la energia de la hidrolisis
del ATP para bombear Ca** fuera del citoplasma. Células
como las musculares o las nerviosas, las cuales hacen un
uso extensivo de la sefalizacion a través de este ion, tienen
una bomba adicional de Na'/Ca®" en su membrana
plasmatica que acopla el flujo de Ca*" hacia el exterior de la
célula, v la entrada de ionces de Na' hacia el citoplasma.
Ademas, una bomba de Ca®' en la membrana del REE (SERCA)
juega un papel importante al mantener baja la concentra-
cion citoplasmatica de este ion; esta ATPasa de Ca*' permite
al RE: tomar grandes cantidades de Ca®' del citoplasma con-

tra un excesivo gradiente de concentracion, aun cuando los
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niveles de este i0n en el citoplasma sean bajos (Alberts ef af.,
1994). Los receptores de inositol trifosfato (IP3Rs) v los
receptores de ryanodina (RyRs) son el principal blanco de

los estimulos que evocan senales de Ca*' intracelular, pro-
duciendo cambios dinamicos en la [Ca*'|i. El mecanismo
para la liberacion de Ca®* por parte de los IP3Rs consiste en
la estimulacion por senales externas (hormonas,
neurotransmisores v factores de crecimiento) que se enla-
zan con sus receptores en la superficie celular para iniciar
vias de senalizacion. La formacion de IP3 es el punto prin-
cipal para dos vias: a) una iniciada por una familia de pro-
teinas G enlazadas a sus receptores; y b) otra iniciada por
receptores enlazados a tirosina cinasa de forma directa o
indirecta. Estos receptores son acoplados en forma separa-
da a requerimientos de energia (GTP o ATP) mediante meca-
nismos que activan a la fosfolipasa ¢ (PLC) para hidrolizar el
precursor fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, y dar como resul-
tado 13 y diacilglicerol (DAG). Posteriormente el 1P3 sc pega
al IP3R en el RE para movilizar el Ca®* almacenado en el RE
y promover un flujo de Ca** hacia el citoplasma, mientras
que el DAG activa a la proteina cinasa C, lo que conlleva a
una variedad de respuestas celulares en diferentes células.
Por ejemplo, en las células del higado, la proteina cinasa ¢
fosforila la enzima glucogeno sintetasa y de esta manera la
activa (Berridge, 1993; Dent e al,, 1996; Mailleux e a/,
1992) (figura 1). Por otro lado, el control de la liberacion de
Ca*" por los canales tetraméricos de ryanodina en respues-
ta a la despolarizacion de la membrana ocurre de la siguien-
te forma: a) los RyRs localizados en el reticulo sarcoplismico
del musculo esquelético, v que contribuyen a la estructura
de los tibulos-T, son responsables del acoplamiento excita-
cion-contraccion de las fibras musculares; de esta manera,
el receptor de dihidropiridina en la superficie de la mem-
brana celular percibe un cambio de voltaje (AV) y sufre un
cambio conformacional que es transmitido a través de re-
gion N-terminal del RyR para abrir ¢l canal de Ca’* en el
reticulo sarcoplasmico; b) en el musculo cardiaco ocurre
un proceso conocido como “calcio induce la liberacion de
calcio” (CICR) que probablemente también se presenta en
las neuronas. En este proceso, un canal operado por voltaje
(VOC) responde a un AV permitiendo la entrada de una
pequena cantidad de Ca®', el cual activa al RyR para liberar
Ca®* del reticulo endoplasmico (Berridge, 1993) (figura 1).

IT. Muerte celular
Una de las paradojas que rodea al Ca* es que puede parti-

cipar en sefiales de vida y muerte, ya que son necesarias las

clevaciones en la concentracion de este ion dentro de la
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célula para que funcione como sefal,

Esquema gue muestra como se lleva a cabo la regulacion de la liberacion de calcio intracelular.

pero por otra parte, prolongadas cle-
vaciones de Ca®* intracelular pueden
ser letales, guiando a la célula a una
muecrte apoptotica o necrdtica. En
muchos tipos de células, la mitocondria
participa en la recuperacion del estado
normal de Ca*' intracelular, secuestran-
do Ca® que es posteriormente regre-
sado al RE. Durante una sefializacion
de Ca?" normal existe un continuo in-
tercambio entre estos dos organelos.
Normalmente, el RE es el principal al-

macén de Ca*! intracelular, no obstan-

A
te. la mitocondria también contiene Ca®* e )
(a bajos niveles), y estos niveles de Ca*' =
en ambos organclos son esenciales para

mantener la homeostasis celular, Si el CC;>

Ca™ almacenado en el RE es liberado,
la mitocondria pucdc capturar una can-
tidad muy elevada de este ion, dando
lugar a dos principales consecuencias:

la primera, que la disminucién de los
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niveles de Ca** en el RE activen sefiales
de stress, con las cuales se activen genes
asociados con la muerte celular via apoptdtica (Berridge ¢/
al., 1998, Paschen v Doutheil, 1999); v segunda, que los
altos niveles de Ca** dentro de la mitocondria inicien una
serie de eventos que dirigen a la muerte celular ya sea
apoptotica o necrotica. Cuando una célula es dariada y no
puede bombear eficientemente Ca*™ fuera del citoplasma,
la concentracion de este i6n puede elevarse a niveles peli-
grosos (>5x10° a). En esas circunstancias entra en accion
una bomba de Ca*" de alta capacidad-baja afinidad en la
membrana de la mitocondria, haciendo uso del gradiente
clectroquimico generado en esta membrana durante ¢l pro-
ceso de transferencia de electrones de la fosforilacion
oxidativa, permitiendo la entrada de Ca®* del citosol hacia
el interior de la mitocondria y guiando a la célula a un pro-

ceso conocido como muerte celular programada o apoptosis
(Berridge ¢f al, 1998, Siesjo ef al, 1999).

III. Muerte celular disparada por la mitocondria

El dafio neuronal en enfermedades neurodegenerativas
agudas ha sido tradicionalmente ligado a un metabolismo
perturbado de Ca*' dentro de las células. Aunque los me-
canismos bdsicos que comprende la lesion cerebral por

isquemia no han sido del todo comprendidos, es amplia-
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mente reconocido que el Ca™* desempena un papel muy
importante dentro de este proceso. La hipotesis central de
calcio propuesta por Kristian vy Siesjé (1998), senala que
el dano celular producido por la isquemia cerebral transi-
toria es producido por una entrada masiva de este 16n a la
célula a través de canales de Ca™ operados por voltaje
(VOCs) vy canales de Ca** operados por receptores (ROCs),

b

asi como por la liberacion de Ca* mediada por los alma-
cenes intracelulares como el RE, la mitocondria o los
calciosomas. Esta masiva entrada de Ca*' conduce a una
sobrecarga de estos iones en la mitocondria, la cual indu-
ce la produccion de especies reactivas de oxigeno vy radi-
cales libres, la activacion de proteasas v fosfolipasas, la
activacion de la enzima oxido nitrico sintetasa, v la for-
macion de poros mitocondriales de permeabilidad de tran-
sicion (MPT). Esto da como resultado disturbios en el sis-
tema de produccion de energia de la mitocondria, v de-
pendiendo de la gravedad del dano ocasionado vy de las
circunstancias, conduce a las células a la muerte celular,
ya sea apoptotica o necrdtica. Ademas, es ampliamente
aceptado que las mitocondrias forzadas metabolicamente
pueden liberar moléculas que disparan una cascada de
reacciones que conducen a la muerte celular (Siesjo ef af,

1999, Green y Reed, 1998) (figura 2).
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l.as condiciones adversas que dirigen la apertura de los
MPT son ocasionadas por la acumulacion de Ca®" dentro de
la mitocondria v por ¢l estrés oxidativo. La apertura de los
MPT ocasiona el colapso del potencial de membrana de la
mitocondria, suprimiendo la formacion de ATP, la cual pue-
de ser inhibida por ¢l inmunosupresor de ciclosporina A
(CsA), dado que éste bloquea los MPT (Duchen ¢/ al,, 1993).
Se ha mostrado que la CsA tiene efectos neuroprotectores,
va que elimina el dafio en las neuronas €Al del hipocampo,
sometidas a unos 7 a 10 minutos de isquemia en el cerebro
anterior de la rata (Siesjo e7 al, 1999). Ademas, la apertura
de los MPT es indiscriminadamente permeable a los solutos
con una masa molecular < 1500 daltones, por lo que ¢l
Ca’" puede ser rapidamente descargado, y no solamente
¢l Ca*', sino que también se produce la liberacion de protei-
nas mitocondriales, incluyendo ¢l citocromo ¢ v ¢l factor in-
ductor de apoptosis (Siesjo ef al,, 1999, Green y Reed, 1998)
(figura 2),

Por otra parte, una gran cantidad de informacion sobre
las rutas de muerte celular ha sido obtenida del nemdtodo
. Filesans, en el cual se han identificado genes involucrados
con la muerte v la sobrevivencia. Los genes CED-3 v CED-4,
promueven la apoptosis, mientras que el gen CED-9 la inhibe.
CED-3 es una caspasa, que existe normalmente como un
zimogeno que puede ser activado por autoproteolisis. CED-
4 se une a CED-3 promoviendo la activacion de CED-3; sin
embargo, la union de CED-9 con CED-4 previene la activa-
cion de CED-3. Iin los mamiferos, ¢l gen homologo de la
caspasa CLED-3 ¢s la caspasa-3, la ¢jecutora de la muerte
celular. El gen homadlogo de CED-4 es Apaf-1, v los genes
homologos de CED-9 son los miembros de la familia
antiapoprotica Bel-2 (Bel-2, Bel-x) ). Esta familia tambicn
incluve miembros pro-apoptoticos tales como Bax v Bic
(Thornberry v Lazcbnik, 1988). Muchas de las proteinas
de la familia Bel-2 se encuentran unidas a la membrana
mitocondrial externa. Sin embargo, Bel-2 también se en-
cuentra en la region citosolica de la membrana plasmatica,
del RE v de la envoltura nuclear, sugiriendo que Bel-2 puc-

de “detectar” ¢l estado ¢ integridad de las membranas, po-
siblemente modulando la funcion mediante el flujo
transmembranal de iones vy la liberacion de proteinas. La
liberacion de citocromo € en grandes cantidades da como
resultado la muerte celular, ya que esta liberacion provoca
¢l ensamblaje del apoptosoma, que esta compuesto de
citocromo ¢, Apaf-1 v la procaspasa 9, el cual activa a la
caspasa 9, que a su vez activa otras caspasas, principalmen-
te a la caspasa-3. Por lo tanto, la liberacion del citocromo ¢
puede llevar a una serie de eventos apoptoticos que

involucra a Apaf-1, o en grandes cantidades puede dar como
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resultado la muerte celular neerdtica (MacManus v Linnik,
1977). Sin embargo, esta liberacion es inhibida por la pre-
sencia de Bel-2, que posiblemente (y junto con Bel-x, ) puc-
de disminuir el colapso del potencial de membrana de la
mitocondria v prevenir la apertura de los M (Green y
Reed, 1998). Asimismo, la proteina pro-apoptotica Bax in-
duce apoptosis al fortalecer la apertura de los MPT. Sin
embargo, existe la posibilidad de que las proteinas anti-
apoptoticas (Bel-2 y Bel-x, ), ancladas a sitios de la membra-
na mitocondrial o del RE, unan cofactores como Apaf—1,
previniendo de esta manera la activacion de la pro-caspasa-
9 y por otra parte, que los miembros pro-apoptoticos de la
familia (como Bax o Bic) actien desplazando los cofactores
de sus sitios de union (Siesjo ef al, 1999, Green y Reed,
1998) (figura 2).

Diagrama que muestra como la mitocondria puede disparar la muerte celular
necrotica o apoptética. La muerte celular es disparada por un d ito en el potencial
de lamembrana mitocondrial, p idoporun 1la lacion de Ca™ o por
estrés oxidativo, el cual es contrarrestado por CsA y por los miembros anti-apoptaticos

de la familia Bel-2. Una apertura sostenida de los MPT iona que la mi dria se
hinche y se rompa la membrana externa, conduciendo a una liberacion iva de proteit
mitocondriales. El resultado inmediato es el colapso del p ial de la L

o drial. el d plamiento de la fosforilacién oxidativa, la produccion de especi

reactivas de oxigeno (Ros) y la eliminacién de produccion de ATP; dando como resultado
final la muerte celular necrética. La muerte celular apoptética es conducida por la libera-
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IV. La mitocondria y las enfermedades
ncurodegenerativas

Como se ha explicado en los parrafos anteriores, los distur-
bios en la homeostasis del Ca** dentro de la célula juegan
un papel muy importante en la isquemia cerebral transito-
ria. Sin embargo, éste no es el unico desorden neurologico
asociado con la homeostasis de Ca’’, también se ha descri-
to en la enfermedad de Alzheimer (AD) v en la esclerosis
lateral amiotrofica (ALS). La AD es la causa mas comin dcl
deterioro cognitivo progresivo en personas de mids de 65
anos, que afecta a varios millones de personas en el mundo.
Los signos patoldgicos son las placas de amiloide v la mara-
fia de neurofibrillas, junto con muerte celular en areas es-
pecificas del cerebro. Se piensa que las placas de amiloide
son las responsables por el deterioro mental en los enfer-
mos de Alzheimer, v el principal componente de estas pla-
cas es un péptido pequefio conocido como B-amiloide (AB).
lista enfermedad puede ser esporidica o de tipo familiar
por herencia autosémica dominante. La AD familiar estd
asociada con mutaciones puntuales en la proteina precur-
sora de f-amiloide y en las proteinas presenilina-1 (Ps-1) v
presenilina-2 (pS-2) (Beal, 1998). La forma esporadica se
encuentra asociada con perturbaciones en la homeostasis
del calcio, en la generacion de especies reactivas al oxigeno
(ROS) v en el metabolismo amiloideo de la mitocondria
(Shechan e al., 1997). En estudios de plaquetas y tejido
cerebral postmorte de pacientes con AD, se obtuvo una re-
ducida actividad de la citocromo oxidasa, sugiriecndo una
reduccion en la actividad del complejo 1V del transporte de
clectrones mitocondrial. Ademads de que un deterioro en la
actividad de la citocromo oxidasa /r ritrs conduce a un in-
cremento en la produccion de fragmentos C-terminal del
APP que contiene el péptido B-amiloide (Beal, 1998; Yanker,
1996). Un decremento en la actividad del complejo 1v de la
mitocondria tiene consecuencias funiconales en términos
del manejo del calcio v la produccion de ROS. También un
incremento cn los niveles de calcio en estas mitocondrias,
incrementa la formacion de radicales libres (Dykens, 1994)
v la inhibicion del complejo IV incrementa la produccion
de ROS en lineas celulares de neuroblastoma (Miller ¢/ af.,
1996). Es decir, la homeostasis del calcio v la produccion
de ROS se encuentran intimamente asociadas en ¢l funcio-
namiento mitocondrial, y un desequilibrio en alguno de cllos
puede tener graves consecuencias, que lleven a la muerte
cclular bajo condiciones no necesariamente toxicas.

La esclerosis lateral amiotrofica es una tipica enferme-
dad neurodegenerativa cronica que se caracteriza por la

pérdida progresiva de las ncuronas motoras, atrofia del
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musculo esquelético, parilisis v muerte; la patogénesis s¢
desconoce (Kong v Xu; 1998). El 90% de los casos son
aparentemente esporadicos, sin ningun factor genético o de
ricsgo medioambiental identificable que la ocasione, ¢l res-
tante 10% muestra una herencia familiar autosomica do-
minante. De este dltimo grupo de casos, 25% de los pa-
cientes presentan mutaciones puntuales en la enzima
superoxido dismutasa-1 (SODI) lo que sugiere que ¢l dano
oxidativo puede desempenar un papel importante en esta
enfermedad (Beal, 1998). Las mutaciones en la SODI puc-
den generar un incremento en la cantidad de radicales
hidroxilo (én vitre), de 3-nitrotirosina v vacualizacion de la
mitocondria (en ratones transgénicos) (Del Canto v Gurney,
1995). Ademads la expresion de la SODI con la mutacion
G93A en células de neuroblastoma in vitro, conducen a la
pérdida del potencial de membrana v a un incremento de
Ca®" citosolico. En pacientes con ALS esporadica, los
linfocitos del torrente sanguineo muestran un incremento
en el Ca*" citosolico v una deteriorada respuesta a
desacopladores de la fosforilacion oxidativa. Algunos estu-
dios de motoneuronas en pacientes con ALS esporadica
muestran una acumulacion de mitocondrias en los axones
proximales, v biopsias de musculo muestran un incremento
en ¢l volumen de las mitocondrias v de los niveles de Ca™
(Beal, 1998). Esto se correlaciona con los estudios que
muestran cuatro etapas en la enfermedad de ALS, en lincas
transgénicas de ratones que expresan la mutacion de SODI.
Al principio de la enfermedad se observa una pérdida de la
fuerza muscular v un explosivo incremento de vacuolas en
las mitocondrias degeneradas, pero poca muerte de las
neuronas motoras. La mayoria de las neuronas se mueren
hasta la dltima etapa de la enfermedad (Kong v Xu, 1998).
Es decir, la toxicidad en los mutantes de SODI dana primero
las mitocondrias de las neuronas motoras v este dano dis-

para la pérdida funcional de las mismas.

V. Muerte celular disparada por el reticulo
endopliasmico

El RE es un compartimiento que desempena un papel im-
portante en ¢l plegamiento v procesamiento de las protei-
nas de membrana v proteinas secretables recién sintetiza-
das, reacciones que son estrictamente dependientes de Ca™".
Ademais de la alta actividad del Ca™, se requicre de un
medio ambiente oxidativo en el RE, dado que ¢l plegamien-
to de las proteinas es una reaccion oxidativa que puede ser
bloqueada por compuestos que tienen una alta actividad
reductiva, como el ditiotritol (Kuznetsov ef o/, 1992). El

Ca®* del RE es controlado por los 1P3Rs v los RyRs (los cua-

Martingz v DENrI LA CONTROVERSIA DE LA MUERTE CELULAR...



les bajo estimulacion liberan Ca®* del RE) v una ATPasa de
Ca’" (SERCA) la cual bombea Ca™ de regreso contra un
gradiente de concentracion, Los IP3Rs v los RyRs son fami-
lias de receptores de Ca®" intracelular que tienen una gran
homologia (Newton ¢f al, 1994) v cada una se compone de
varios miembros, ademas de tener diferente distribucion
en ¢l cerebro. Hasta ¢l momento se han descrito 3 subtipos
del 1P3R v 3 subtpos del RyR. Se ha reportado que, en el
cerebro, el 1P3R-1 se expresa en neuronas, principalmente
en las células de Purkinje del cerebelo (Mignery ef af., 1990,
Dent ¢f al, 1996, Sharp et al, 1999), en células €Al del
hipocampo, cuerpo estriado, corteza cerebral, 6rgano
circunventricular v estructuras neuroenddcrinas (Dent e/
al., 1996), el 1P3R-2 sc expresa unicamente en células gliales
v por altimo, el IP3R-3 es predominantemente neuronal aun-
que también se detecta un poco en glia, se encuentra enri-
quecido en el neuropilo, especialmente en las terminales
neuronales (Sharp ¢ a/, 1999). Ademas, el IP3R-1 v ¢l 1P3R-
3 muestran diferentes patrones de expresion durante ¢l de-
sarrollo embrionario con respecto al tempo (Sharp ef af,

1999). Por otro lado, tambi¢n los tres tipos de RyR se expre-

Una intervencion terapéutica para reducir la
lesion celular por isquemia, como el tratamiento
con barbituricos, promueve la recuperacion de la

sintesis de proteina en las areas vulnerables;

implicando que es la incapacidad de estas células

para recuperarse lo que define su vulnerabilidad.

san en el cerebro v cerebelo, pero con diferentes patrones
de expresion. El RyR-1 se expresa en las células de Purkinje
del cerebelo, en la corteza, en el giro dentado, v en menor
cantidad en las células €A3 v €Al del hipocampo, en el ni-
cleo caudado, putamen y en las células mitrales del bulbo
olfatorio. El RyR-2 es la principal isoforma que se expresa
en el cerebro, enriquecido en la capa granular del cerebelo
v ¢l giro dentado del hipocampo; también se expresa en
corteza, amigdala v células granulares del bulbo olfatorio;
por ultimo el RyR-3 se expresa en la capa granular del cere-
belo aunque en menor cantidad que el RyR-2, en cl
hipocampo, principalmente en las células CAl, en el talamo,
regiones hipotalimicas, en el nucleo caudado, putamen, vy
tanto en las células mitrales como granulares del bulbo
olfatorio (Giannini ¢/ @/, 1995). Por otra parte, la proteina
Bel-2, se encuentra también en las membranas del RE y
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diferentes observaciones sugicren que puede facilitar los
flujos de Ca®* dentro ¢l RE. Por ejemplo, en células tratadas
con Tapsigargina (Tg), que es un bloqueador de la SERCA, la
sobre-expresion de Bel-2 ayuda a mantener los niveles de
Ca’* en el RE (He ¢f al., 1997), ademis se ha encontrado
que es capaz de formar canales ionicos en membranas
lipidicas sintéticas (Minn e al, 1997). Bel-2 es capaz de

¢

suprimir ¢l vaciamiento de los almacenes de Ca®' en el RE
producidos en una variedad de estados patologicos, como
son ¢l estrés oxidativo, el retiro de factores de crecimiento,
o la inhibicion de la bomba de Ca®* (He ef al., 1997).

L.a importancia de la homeostasis de Ca®* del RE para man-
tener las células en un estado fisiologico se basa en la obser-
vacion de que el vaciamiento de Ca** del RE por el ionéforo
A23187, o la inhabilitacion de la SERCA mediante Tg, ocasio-
nan un bloqueo en la division celular y detienen el crecimien-
to de las células (Gosch e al, 1991). Es decir, una clevada

concentracion de Ca** en el RE parece ser un prerrequisito
para ¢l buen funcionamiento de las células. Este bloqueo por
Tg se quita cuando la Tg sc lava y la sintesis de la SERCA sc
activa al cultvar las células con grandes cantidades de suero,
sugiriendo que la SERCA esta controlada por factores de cre-
cimiento (Paschen v Doutheil, 1999).

La isquemia cerebral transitoria es una forma severa de
estrés que causa disturbios bioquimicos y moleculares en la
célula. Las células han desarrollado un sistema de respuesta
al estrés que esta muy conservado entre diferentes especies.
lLas respuestas mas comunes son la supresion de la sintesis
global de proteinas v la activacion de la expresion de genes de
estrés. Cuando se produce una isquemia cerebral transitoria
s¢ produce un cese total de la sintesis de proteinas a lo largo
de todo el cerebro. Esta se recupera en estructuras no vulne-
rables del cerebro, como la corteza cerebral, pero no asi en
las dreas vulnerables como las neuronas €Al del hipocampo
(Bodsch ¢ al, 1985). Una intervencion terapéutica para re-
ducir la lesion celular por isquemia, como es el tratamiento
con barbitdricos, promueve la recuperacion de la sintesis de
proteina en las areas vulnerables; implicando que es la inca-
pacidad de estas cclulas para recuperarse lo que define su
vulnerabilidad. Por otro lado, ¢l vaciamiento de Ca** del RE
produce un estrés severo dentro de las células v da como
resultado la supresion de la sintesis de proteinas, el creci-
miento celular v la muerte celular (Paschen e af, 1996). Di-
versos experimentos han mostrado que es el decremento en
la actividad del Ca** del RE el que tiene efecto sobre la sinte-
sis de proteinas v no ¢l correspondiente incremento en la
actividad del Ca®* citopliasmico. Por ¢jemplo, la sintesis de
proteinas se suprime cuando los iones de calcio son alejados
del compartimento del RE: por quelacion intracelular (Doutheil

67



Ciencias DE La Sarup Humana

et al, 1997). Ademas, la isquemia cerebral transitoria activa
la expresion de varios genes, v ¢l incremento en la actividad
del Ca** citoplasmico durante la isquemia puede ser respon-
sable de esta respuesta de estrés, intre estos genes se en-
cuentran la proteina reguladora de glucosa (gpr) 78, gpr 94 v
otras proteinas de estrés del RIS como la hemoxigenasa-1, la
proteina del REE 72 o ¢l gen que induce dano en el DNA y
detiene ¢l erecimiento (gadd) 153 (Paschen y Doutheil, 1999),
Ya que la expresion de proteinas de estrés residentes del RE
son activadas especificamente por condiciones que pertur-
ban al RI, se puede concluir que la isquemia cerebral transi-
toria produce disturbios en el funcionamiento del RE: (Paschen
y Doutheil, 1999). Cuando el RE se queda desprovisto de
calcio se activa la expresion de varios genes, incluyendo fac-
tores de transcripcion o proteinas de estrés del RE (Linden of
al., 1988). La activacion de estos genes no se suprime si se
agrega un quelante como BAPTA, indicando que el efecto se
debe al decremento de calcio del RE y no al correspondiente
incremento de calcio citoplasmico (Linden ¢ o/, 1988). Lsta
observacion no es sorprendente, ya que esta misma situa-
cion se da cuando el funcionamiento del RE es perturbado
sin cambios directos en la actividad del calcio, tales como la
perturbacion del medio oxidativo dentro del RE inducido por
ditiotritol (Brostrom et al, 1990).

Actualmente no existe evidencia directa de experimen-
tos /1 riro que muestren que la disfuncion del RE en neuronas
dispara ¢l proceso patoldgico observado en la isquemia. Sin
embargo, estudios /i vive ¢ in vitro indican que la disfuncion
del RE desempenia un papel clave en eventos que conducen
a la muerte celular (Paschen y Doutheil, 1999). Experimen-
tos llevados a cabo en isquemia aguda de rinén permiten
establecer que la lesion celular en la isquemia probable-
mente se deba al plegamiento incorrecto de las proteinas
sceretables (Kuznetsov ¢f al., 1996).

Si la disfuncion del RE es un factor causal de las lesiones
celulares en la isquemia, se requiere dar una explicacion de
por qué ciertas regiones del cerebro son mas vulnerables a
que se produzea una isquemia, En las células CAT del
hipocampo los IP3R se encuentran enriquecidos, mientras
que la inmunoreactividad de la SERCA es relativamente baja
(Paschen v Doutheil, 1999). Esto sugiere que las células
CAl vulnerables del hipocampo son una region del cerebro
particularmente propensa a tener un desbalance entre la
liberacion de Ca®* mediada por el IP3R v la entrada de Ca**
mediada por la SERCA, particularmente bajo situaciones pa-
tologicas en donde los niveles de Ca?' citoplasmico se
incrementan, ya que la salida de Ca®' a través de los IP3R es
afectada severamente por los niveles de Ca®* citoplasmaticos

(Bezprozvanny et al,, 1991).
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Por otra parte, varios estudios muestran que la Tg dispara
la muerte celular programada, causando el vaciamiento de
Ca®" del RE e incrementando los niveles de Ca™ citosolico,
aunque no es claro si la apoptosis es iniciada por ¢l vacia-

miento de Ca®* del RE o por el incremento de Ca™ citosolico
(Petersen ef al., 1995). Sin embargo, varias observaciones
indican que un decremento en la concentracion de Ca™ del
RE es un evento importante para disparar la induccion de la
apoptosis: por ejemplo, la apoptosis inducida por dexametasona
sacia parcialmente de Ca® al RE, y el dantroleno, que es un
bloqueador de los RyRs, suprime la apoptosis inducida por
Tg (Paschen y Doutheil, 1999). También la sobre expresion
de Bel-2 previene la apoptosis inducida por Tg (He ¢f al,
1997) mientras que las células T deficientes en IP3Rs son
resistentes a la apoptosis, sugiriendo que la liberacion de Ca™
mediada por los 1P3Rs esti implicada en la apoptosis
(Jayaraman y Marck, 1997). La apoptosis inducida por Tg cs
acompanada de la activacion de la caspasa-3 y suprimida por
¢l inhibidor de caspasas z-Val-Ala-Asp-fluorometileetona (7-
VAD-fmk) o por el factor de crecimiento neuronal (NGF). La
apoptosis inducida por Tg puede también ser suprimida por
el inmunosupresor CsA (dependiendo de la concentracion de
Tg) va que la CsA es efectiva en células expuestas a 2nM/L
de Tg, concentracion que normalmente causa apoptosis en
mitocondrias intactas, pero es inefectivo en una concentra-
cion de 10nM/L de Tg, concentracion que causa dano en la
mitocondria (Waring v Beaver, 1996). Estas observaciones
muestran que el efecto neuroprotector de la CsA observado
en modelos de isquemia cerebral transitoria no se debe nece-
sariamente a una inhibicion del dano mitocondrial (Kristan v
Siesjo ef al,, 1998). Otra observacion de interés consiste en la
activacion de la caspasa-12, esta proteasa se localiza en el RE
v es activada por estrés causado por la liberacion de Ca®* del
RE v por un exceso en la acumulacion de proteinas, pero no
por senales apoptoticas de la membrana plasmatica o de la
mitocondria; la caspasa-12 se encuentra especificamente
involucrada en la apoptosis por estrés del REE (Mehmet, 2000,
Nakagawa e a/, 2000). En conclusion, puede decirse que
varias observaciones de estudios /i wfre ¢ in e indican que
¢l mal funcionamiento del RE juega un papel muy importante
en el proceso patologico que lleva a la muerte celular, va sea
apoptotica o necrotica.

VI. El reticulo endoplasmico y las enfermedades
neurodegenerativas

Las neuronas tienen un RE claborado que se extiende a lo

largo de toda la célula, el cual aparece como un sistema

membranoso continuo. Este RIE presenta especializaciones
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regionales, las cuales tienen un significado particular con
respecto a las sefales de Ca® (Terasaki ef af., 1994, Martone
et al., 1993). Empezando con el soma, la membrana nu-
clear externa es continua, con la red del RE que se extiende
desde las dendritas hasta la punta del axon. Dentro del
soma v en las regiones iniciales de la region dendritica,
porciones del REE entran en un estrecho contacto con la
membrana plasmatica formando la subsuperficie de la cis-
terna (Rosenbluth, 1962). FEsta subsuperficie de la cisterna
ha sido clasificada en tres tipos dependiendo de su aproxi-
macion a la membrana plasmatica (tipo 1 de 40 a 80 nm, y
las tipo 11 v 11 menores de 20 nm). En el segmento inicial de
ciertas neuronas (por cjemplo, las células corticales y c¢lu-
las granulares del giro dentado) la subsuperficie de la cister-
na semeja una estructura de multicapas denominada organclo
de cisterna (Benedeczky of af, 1994). Estas subsuperficies
de la cisterna v los organclos de cisterna pueden tener un
papel importante en la regulacion de la excitabilidad neuronal.
En el axon, el RiE consiste de mibulos conectados que co-
rren en paralelo dentro del axon, esta red del RE axonal se
extiende hasta la region sindptica donde se encuentra cstre-
chamente asociado con la mitocondria (McGraw e/ al.,
1980). En la otra punta de la ncurona, el RE se extiende a
través del drbol dendritico v adentro de las espinas, donde
finalmente termina como el aparato de la espina (Martone
et al, 1993; Spacek and Harris, 1997). El RE neuronal con-
tribuye de esta manera a las senalizaciones dinamicas del
Ca™", actuando como origen o como vertedero de la senal
de Ca*". Las neuronas emplean dos origenes de senales de
Ca’' a través de ROCs v VOCs, pero también hay una impor-
tante contribucion de la liberacion de Ca** del RE mediada
por los IP3Rs v los RyRs. Estructural y funcionalmente el RE
puede ser considerado como una “neurona dentro de una
neurona”, va que el RE tiene muchas propiedades similares
a las de la membrana plasmatica (figura 3). En particular el
RE mantiene un gradiente de concentracion de Ca®* que
puede ser liberado de una manera regenerativa, permitien-
do que la informacion recorra grandes distancias a través
de ondas de Ca®' v esta regeneracion es mediada por los
IP3Rs, los RyRs, la SERCA (Berridge, 1998), y posiblemente
por Bel-2.

Por otro lado, muchas observaciones sefalan una rela-
cion entre los cambios morfoldgicos v bioquimicos den-
tro del RE v el comienzo de enfermedades degenerativas.
Como se ha mencionado con anterioridad la AD familiar
estia asociada con mutaciones de la APP, la cual se corta
por proteasas como son la f-secretasa, la O-secretasa y la
¥-secretasa (De Strooper y Koning, 2000, Yan ¢/ a/., 2000)

generandose de esta forma el amiloide AB. El RE ha sido
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identificado como el sitio de formacion del péptido AP.
Por otro lado, la presenilina-1 (Ps-1) vy la presenilia-2 (Ps-2)
se encuentran localizadas principalmente en el RE y am-
bas interactian con proteinas del citoesqueleto v con APP,
involucrandose de esta manera con el transporte de pro-
teinas v con el procesamicnto de APP. La APP forma un
inmunocomplejo con PS-2, sugiriendo que las presenilinas
estan involucradas en ¢l procesamiento de la App
(Weidemann e af,, 1997). La expresion de mutantes de las
presenilinas en cultivo de células v en ratones transgénicos
da como resultado un incremento en la produccion de
una forma amiloidea excitotoxica del péptido B-amiloide
(AP). Las neuronas que expresan mutantes de PSs mues-
tran un incremento en la sensibilidad para morir por
apoptosis, inducida por ¢l retiro de factores troficos v AB.
La accion pro-apoptotica de mutantes de las PSs involucra
una perturbada liberacion de Ca*' del RE, e incrementa los
niveles de estrés oxidativo (Mattson y Guo, 1997). Esto
explicaria por qué proteinas localizadas en ¢l RE, como
las presenilinas (mutadas), producen AD (Kovacs ¢f al.,
1996). El péptido A exhibe propiedades similares a las
de un ionéforo, causando un incremento en la permeabi-
lidad de las membranas al Ca*'. La exposicion de neuronas
al péptido AB induce un incremento en la actividad de
Ca®" citosolico y la formacion de radicales libres. Por otra
parte, la forma de la proteina prionica que conduce a las
enfermedades neurodegenerativas, conocidas como

encefalopatias espongiformes subagudas, también se lo-
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caliza en ¢l RE: una forma transmembranal sobre la mem-
brana del RE produce ncurodegeneracion en ratones
(Hedge et @/, 1998), por lo que no es dificil pensar que la
regulacion aberrante de la biogénesis de las proteinas y los
cambios en la topologia del RE pueden dar como resulta-
do la neurodegeneracion inducida por priones. En la ALS
las neuronas motoras son destruidas, sin embargo, el
dantroleno, que es un bloqueador de los RyRs, reduce la
degenceracion de las neuronas motoras, indicando que el
vaciamiento de Ca*' del RE contribuye a los procesos pa-
tologicos que se producen en esta enfermedad (Paschen y
Doutheil 1999).

Sin embargo, a pesar de que estos resultados sugicren
que la disfuncion del RE contribuye al dafio cerebral des-
pués de que ocurre una isquemia, no se puede aceptar sin
reservas que el RE sea el que dispara la muerte celular.
También existen muchas evidencias que sugieren que la
muerte celular necrotica o apoptdtica se deba a la mito-
condria. Por ejemplo, la necrosis necesita que falle la pro-
duccion de ATP mitocondrial v la apoptosis necesita la li-
beracion de factores como el citocromo ¢, el factor
apoptotico v las procaspasas mitocondriales. Que esto sea
de origen mitocondrial también se observa por el hecho
de que, cuando la mitocondria se sujeta a condiciones
dcspolnrixnnrcs, pucde inducir todos los signos mor-
fologicos de apoptosis en el nicleo aislado. Por lo tanto, se
requiere obtener informacion adicional sobre este tema
para llegar a una conclusion. Sin embargo, ¢s probable
que asi como la homeostasis de ambos organelos es nece-
saria para el buen funcionamiento de la célula, Ia muerte
celular se deba al mal funcionamiento tanto del RE, como

de la mitocondria.

Conclusiones

Como se ha descrito en esta revision, la muerte mediada por
Ca® puede ser disparada por la mitocondria o por ¢l reticulo
endoplasmico, v se pueden diferenciar como vias de muerte
celular particulares, pero también se sugiere que la muerte
celular programada disparada por ¢l RI: tiene como blanco el
mal funcionamiento de la mitocondria, v de manera inversa, la
muerte celular disparada por la mitocondria tiene como blan-
co la disfuncion del RE. Sin embargo, ¢l Ca® intracelular v
citosolico desempenia un papel fundamental en ambos casos,
por lo que un balance en la homeostasis de Ca™™ en el Rz v en
la mitocondria debe desemperiar un papel crucial en el funcio-
namiento correcto de la célula. No obstante, un mayor nime-
ro de estudios deben llevarse a cabo para tratar de compren-
der como son las relaciones entre el RE y la mitocondria,

Por otra parte, en las enfermedades neurodegenerativas
nos enfrentamos a varios problemas que impiden tener una
mejor comprension de las causas que las originan. Uno de
los principales problemas es que no existen modelos expert-
mentales que reproduzean las enfermedades neurodege-
nerativas humanas, por lo que nuestros estudios se limitan a
tejidos cerebrales humanos postmortem, cultivos celulares v
animales transgénicos, donde las condiciones celulares son
diferentes a las de un cerebro en proceso de degeneracion.
Por esta razon, no se puede asegurar todavia si el vaciamicn-
to del Ca*' del RE, la elevacion en la concentracion de Ca™'
citosolico, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
la formacion de depdsitos B-amiloide, la formacion de ma-
anas neurofibrilares o la disfuncion de la mitocondria o del
RI en las neuronas de diferentes pacientes que padecen estas

enfermedades, son el origen o su causa.

obie
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