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Introduccidén

En la permanente interaccion de la especie humana con los microorganismos se pueden anotar
triunfos de uno u otro bando. Dicho en forma ligera, principalmente las bacterias y los virus
fueron modelando el sistema inmune del hombre, en tanto éste con el uso y abuso de drogas
antimicrobianas los ha forzado a modificar sus genomas. De este modo, y debido a la gran
plasticidad de los genomas microbianos, las poblaciones naturales u hospitalarias se han
convertido en resistentes a las drogas que antes los mataba. Existen numerosas épticas por las
gue se puede ver o analizar esta batalla sin fin, ya que muchas acciones humanas, sobre todo
los resultados de algunas guerras ocurrieron por la colaboracion no solicitada de los
microorganismos. Como todos sabemos, los dirigentes actuales especulan con el uso de las
armas biolégicas, por ahora como excusa 0 amenaza, aunque invierten ingentes cantidades de
dinero en el estudio de los agentes bioterroristas como el virus Ebola. Para el control de las
enfermedades infecciosas se dispone de una extensa variedad de antibiéticos, antivirales,
antifingicos y un arsenal menor de drogas antiparasitarias. Dada la resistencia de los
microorganismos a los compuestos en uso clinico son innumerables los trabajos de
investigacion y desarrollo dedicados a la busqueda de nuevos farmacos. Se dispone también
de vacunas especificas contra un gran namero de virosis y enfermedades bacterianas, aunque
no para todas, que se aplican regularmente en la nifiez. Por ultimo, la mejor defensa individual
es la inmunidad que se logra naturalmente después de sufrir una forma leve de una
enfermedad infecciosa. A pesar de la existencia de estas formas de defensa, los cientificos
siguen buscando nuevas estrategias para aplicar en las enfermedades graves con una
mortalidad superior al 60%, para las que no se disponen de vacunas o drogas especificas. Este

es el caso, por ejemplo, del shock séptico, el antrax producido por el Bacillus anthracis, la peste
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originada por Yersinia pestis y la fiebre hemorragica por virus Ebola. El shock séptico, sepsis o
respuesta sistémica (SRIS), es una enfermedad grave causada por una abrumadora infeccién
del torrente sanguineo por parte de bacterias productoras de toxinas. El virus Ebola pertenece
a una familia de virus que causa enfermedad severa en el hombre y en primates. La familia se
denomina Filoviridae porque se trata de virus de forma peculiar, son largos filamentos como
hilos (ver microfotografia electrénica). Fue aislado de primates africanos y en la misma familia
se encuentra el virus de Marburg que caus6 un brote de fiebre hemorragica en cuidadores de
monos en Alemania. El virus Ebola célebre por haber sido el motivo de una novela
aterrorizante, que luego fuera llevada al cine, es considerado un agente bioterrorista grado A.
Los agentes considerados bajo esta denominacién se dividen en A, B y C, siendo los A los mas
peligrosos porque son considerados como de gran riesgo para la salud de una poblacion. Las
propiedades que presenta un agente de estas caracteristicas es que se diseminan facilmente
de persona a persona, preferentemente por via aerdégena, producen mortalidad alta, causan
panico generalizado y requieren, por parte de las autoridades de la salud, atencién especial ya

gue no existen medidas efectivas para combatirlos.

Microfotografia electrénica de una
particula de virus Ebola.

Caracteristicas del shock séptico.

Tanto en pacientes con este sindrome séptico como en modelos animales con sepsis, en la
fase final de la enfermedad se produce una destrucciéon masiva de linfocitos, células dendriticas
y células epiteliales intestinales mediante la desregulacion de un proceso fisiolégico de muerte
programada conocido con el nombre de apoptosis. Hay publicaciones que indican que este
mismo fendmeno ocurre en la infeccion por virus Ebola, en los casos de peste y en el antrax.
Dado que la apoptosis es un proceso fisiolégico en el que ocurren una serie bastante conocida

de procesos bioquimicos, los investigadores han pensado que el bloqueo de algin paso
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fundamental de b apoptosis mediante un farmaco atenuaria la severidad de las infecciones
mencionadas antes. Efectivamente, trabajos realizados en modelos animales muestran que se
producen mejoras notables en el curso de estas infecciones auque todavia no esta todo

resuelto.

¢Qué es la apoptosis?

Como todo ser vivo la célula tiene un tiempo para vivir y otro para morir, cuando muere puede
ser el resultado de una accion directa de un agente deletéreo o de que la célula se suicida. La
muerte por un dafio toxico 0 mecénico se denomina necrosis y presenta una serie de
caracteristicas. Las organelas, como por ejemplo, las mitocondrias se hinchan porque su
membrana plasmatica pierde el control del pasaje de los iones y del agua y de este modo se
disgrega, los contenidos de la @lula se escapan al medio extracelular y se produce una
inflamacién de los tejidos vecinos. En la apoptosis, en cambio, la célula sufre una serie de
transformaciones sucesivas, en forma de pasos muy regulados, por eso se conoce también con
el nombre de muerte celular programada. Cuando la célula es inducida a cometer suicidio se
encoge, aparecen burbujas en su superficie, la cromatina del ndcleo se degrada, se rompen las
mitocondrias que liberan citocromo C, quedando pequefios fragmentos membranosos, y la
fosfatidilserina que normalmente esta dentro de la membrana celular queda expuesta en su
superficie. Cuando esto ocurre aparecen receptores a los que se unen los fagocitos que
pueden ser macréfagos o células dendriticas que rodean y digieren los restos celulares, a la
vez que secretan citoquinas conocidas como IL-10 y TGF-b. para evitar la respuesta
inflamatoria. La apoptosis es para la célula un proceso tan propio de ella como la mitosis. Si
bien la apoptosis es un proceso fisioldégico cuyas funciones puntuales no describiremos aqui,
cuando el proceso, en lugar de ser positivo, se desborda puede resultar deletéreo. En la figura
1 mostraremos un esquema de cOmo ocurre la apoptosis segun el conocimiento actual. Se
podran observar los factores proteicos participantes La inclusiéon de esta figura no tiene por
objeto analizar cada componente sino facilitar la comprension de cuéles son los puntos clave

donde pueden actuar los farmacos para detener el proceso.

11



Revista QuimicaViva- Numero 1, afio 6, mayo 2007- quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

Mecanismo de la apoptosis
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Figura 1. Pasos biosintéticos de la apoptosis. Esta figura ha sido reproducida del trabajo que
figura en la referencia (1). No la hemos traducido del inglés y no mencionaremos en detalle en
qué consisten cada uno de los componentes que aparecen con nombre abreviados.

La apoptosis puede ser desencadenada por sefiales internas de las células, en este caso tiene
lugar por el denominado camino intrinseco o camino de la mitocondria, los detalles se aprecian
en el lado derecho del esquema. O bien puede tener lugar mediante el otro mecanismo
apoptético: el extrinseco que es disparado por sefiales externas a la célula y es conocido
también como el camino de la muerte via receptor. Estos receptores pertenecen a una familia
cuyos miembros estan presentes en células distintas. Cuando se produce la unién de estos
receptores a proteinas ligando especificas se desencadena una sefial de muerte. Los
reguladores de la apoptosis pueden dividirse en forma amplia en tres categorias: inductores,
efectores y ejecutores. Los inductores, sefiales externas o0 agentes genotdxicos como la
quimioterapia, la radiacién y otros gatillan a los efectores que son cascadas intracelulares que
transmiten la sefial de muerte (buscan a quien debe cumplir la orden). Los efectores son las

cascadas intracelulares al final de la via que causan la apoptosis (ejecutan la orden) (2).
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Camino intrinseco:

Los factores que desencadenan la muerte por este camino pueden ser la presencia de toxinas
bacterianas, el efecto de radicales libres de oxigeno o bien la accion de agentes como rayos
gamma, o quimioterapia sobre el nicleo. Estos factores activan a dos proteinas conocidas
como Bim y Puma que son dos factores pro-apoptéticos que a su vez activan a Bcl-2( B cell
leukemia 2), proteina presente en la membrana de la mitocondria, la que a su vez interacciona
con una proteina cercana llamada Bax que produce agujeros en la membrana de la organela.
Esta accidén permite la salida del citocromo C del interior de la mitocondria al citosol donde se
une a la proteina Apaf-1 (factor 1 activador de la proteasa apoptética) y a la procaspasa 9. La
unién se realiza con la intervencion de ATP, asi se forman los llamados apoptosomas (se
muestran en la figura 2). Asi se activa la procaspasa formandose la caspasa-9. Recordemos
que las caspasas, son una familia de proteasas, enzimas que degradan cadenas

polipeptidicas.
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Figura 2 Formacién del apoptosoma, se ve un corte de una
mitocondria, el citocromo C dentro de la membrana, también se
muestra una cresta mitocondrial.

Volviendo a la figura 1, la caspasa-9 se corta en fragmentos y esto da lugar a una serie de
eventos en cascada que termina con la degradacién de los componentes celulares y nucleares
(induccién de endonucleasas) como muestra la flecha que parte de la caspasa-3, enzima
ejecutora a la que apuntan ambos mecanismos, el intrinseco y extrinseco. En el esquema se
muestran también los factores llamados IAPs que son inhibidores de la apoptosis y que
funcionan en ciertas condiciones pegandose a los apoptosomas. En cuanto a p53 que se libera
en caso de dafio al nacleo y es un potente inductor de la apoptosis por eso cambios genéticos

en el gen de p53 estan relacionados con las células cancerosas.
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Camino extrinseco

La via extrinseca involucra la activacién de la cascada apoptética a través de receptores de la
membrana celular en respuesta a sefiales (ligandos) extracelulares. Inductores de esta via son
los miembros de la familia TNF ( TNF, Fas L, Trail) ligandos de los receptores de muerte
celular. Una vez activado el receptor se inicia la fase ejecutora intracelular. Durante esa fase la
sefal apoptotica puede ser inhibida y la célula logra sobrevivir. Pero una vez pasado cierto
punto, no hay retorno y la célula va a morir. Como vemos en la figura 1, FADD esta asociado al
receptor de muerte y a su vez esta en contacto con la caspasa 8, cuando se desenmascara la
union la caspasa 8 al igual que la nueve desencadena una serie en cascada que activa a la
caspasa-3 que es la ejecutora. Hay factores como el FLIP que tienen la capacidad de evitar la
apoptosis, la conexién entre ambas vias se da por medio de la ruptura de la proteina Bid. La
caspasa 8 corta a la proteina y se crea la forma truncada Bid (tBid) que segin se ve en el
esquema actla sobre la mitocondria. Sin pretender analizar la funcién y caracteristicas de cada
factor participante de la muerte celular programada, resalta la complejidad del proceso ya que
se trata de un verdadero mecanismo controlado que si se sale de control puede producir
grandes dafios. No seria extrafio, que mientras estamos escribiendo este trabajo, ya se hubiera

descubierto algun otro factor proteico.

Factores que previenen la apoptosis de los linfocitos en modelos de sepsis murina.

De acuerdo con la bibliografia se han ensayado diferentes abordajes para frenar el ciclo de la
apoptosis, en el cuadro siguiente extraido de la referencia (1) se pueden encontrar algunos

farmacos efectivos.

Cuadro 1. Abordajes terapéuticos para evitar la muerte masiva de linfocitos en modelos de
sepsis murina.

Estrategia Factor utilizado referencias
Prevencién del disparo de la Bloqueo del ligando Fas utilizando una 3
via extrinseca proteina Fas de fusion.
idem Prevencién de la expresion Fas por el uso 4*
de siRNA

Prevencioén de la iniciacién Anticuerpos agonistas anti-CD40 5**

idem Uso de péptidos agonistas de Bcl-2 6

Prevencion del inicio de la via Inhibidores de retroproteasas virales 7
intrinseca

Prevencion de la fase de siRNA anti-caspasa 8 8
ejecucion

idem Tratamiento con inhibidores de caspasas 9

* se puede consultar de qué se trata el RNA de interferencia en la cita 10. ** CD40 es un
receptor de muchas células involucradas en la respuesta inmune que tiene actividad
antiapoptética, la estrategia de los autores de este trabajo fue desarrollar un anticuerpo anti —

CD40 que actia como agonista (aumenta la actividad) induciendo la actividad antiapoptética a
mayores niveles.
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Conclusiones

Inhibir algiin paso del camino de la apoptosis de los linfocitos es otra estrategia que dispone el
profesional de la salud para combatir las enfermedades infecciosas severas. Si bien en los
modelos murinos esta estrategia ha dado resultados positivos hay que tener en cuenta que la
apoptosis es un proceso celular muy regulado cuya manipulacién puede tener alcances nocivos

no siempre previsibles.
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