Universidad SECCION DE | FACULTAD
de LalLaguna BIOLOGIA | DECIENCIAS

Revision bibliografica:
Tipos de muerte celular

Review:
Types of cell death

Gara Lorenzo Ventura

Trabajo de Fin de Grado

Tutorizado por Ana Maria Lancha Bernal
Grado en Biologia (ULL)

Marzo 2023






INDICE

I g1 oo (0ot T o PR PSSS 4
O o] 1= {10 LSS UPSTRRS 5
3. TIPOS d& MUEITE CEIUIAT ... 6
T I A o] ] 0 1 [P U SRS PSPRRSR 6
B2, ANOIKIS ..ttt sttt ettt ettt r bt ne e nhe e teene e re e reeneenreas 9
TR T Lol (01 1SS PO PP TP PRPRPRIN 10
3.4. Necrosis impulsada por la transicion de permeabilidad mitocondrial ....................... 11
TR N L= ol £ o] (0] USSR 11
BB, PITOPLOSIS. ...ttt bbb 14
BT INETOSIS vttt etttk b et bbb bttt s ettt et b e r e ne et 14
IR Y =) (0T OSSP 16
IR =T 101 (0 1] OSSR 17
310, FOITOPIOSIS ...cveevteeeteete sttt ettt et bbbt 17
311 PAITANALOS ...ttt b et n e nn e n e ne e ne e 18
312, IMIIEOPLOSIS. ¢ttt ettt b bt 19
313 ENEOSIS ..ttt et bbb r e 19
3.14. Muerte celular dependiente del liISOSOMA..........cccooeiiiiiiiiiniieee e 21
3.15. Muerte celular dependiente de la autofagia ..........ccceevvevveviiciicce e, 22
B T0 G (0 1] TSRS 24
T 0 © 4 oo ] £ RSO SPU PR PRRRTIN 24
3.18. COrNITICACION ..ottt nre e 24
4. Comunicacion entre los mecanismos de muerte Celular............ccooveeviieneniiinieiceee, 26
5. Cuadro resumen de las caracteristicas morfoldgicas de los tipos de muerte celular............ 28
I @0 ool 1] o] PSSP 29
A =11 o] [0 o = T USSR 30






REVISION BIBLIOGRAFICA: TIPOS DE MUERTE CELULAR

Resumen

La muerte celular representa un proceso bioldgico crucial en el crecimiento, desarrollo y
homeostasis de un organismo. La muerte celular puede ser accidental o estar programada,
pudiendo iniciarse y ejecutarse a traves de diversas vias bioquimicas, dando lugar a diferentes
tipos de procesos de muerte. El objetivo de la muerte celular programada (MCP) es eliminar
como parte del desarrollo, células cuyo ciclo vital ha terminado, ademas de células dafiadas o
mutadas, que suponen un riesgo para el organismo. Por ello, la MCP se trata de un
mecanismo de vital importancia cuya desregulacion conduce al desarrollo de mudltiples
patologias. Las diferentes formas de muerte celular fueron, inicialmente, clasificadas a partir
de criterios morfoldgicos, pero el estudio en este campo y el consecuente descubrimiento de
nuevos procesos de muerte celular dio lugar a una clasificacion obsoleta y la necesidad de
Ilegar a un consenso en cuanto a la nomenclatura y clasificacion de los diferentes procesos.
De esta forma, la clasificacion actual de los diferentes tipos de muerte celular esta basada en

los mecanismos moleculares subyacentes a cada modelo.
Abstract

Cell death represents a crucial biological process in the growth, development and homeostasis
of an organism. Cell death can be accidental or programmed and can be initiated and executed
through various biochemical pathways. The result is the existence of multiple types of cell
death processes. The objective of programmed cell death (PCD) is to eliminate cells whose
life cycle has ended, as well as damaged or mutated cells that pose a risk to the organism, as
part of development. Therefore, PCD is a vitally important mechanism whose deregulation
leads to the development of multiple pathologies. The different forms of cell death were
initially classified on the basis of morphological criteria, but the study in this field and the
consequent discovery of new cell death processes led to an obsolete classification and the
need to reach a consensus on the nomenclature and classification of the different processes, so

that the current classification is based on the molecular mechanisms underlying each model.



1. Introduccidén

Desde que la muerte celular fue descrita por primera vez a mediados del siglo X1X (1), las
diferentes formas de nombrar a los procesos de muerte celular fueron emergiendo junto con
las investigaciones. En un inicio eran clasificados solo partir de observaciones macroscopicas,
pero con el transcurso de las décadas, la clasificacion y los términos que definian los procesos
de muerte celular fueron evolucionando a medida que se descubrian nuevos métodos de

investigacion y se daban nuevos descubrimientos (2).

La clasificacion inicial incluia tres modelos de muerte celular: a) tipo | o apoptosis,
caracterizada por la contraccion del citoplasma, la condensacion de la cromatina, la
fragmentacion del ndcleo y la formacion de cuerpos apoptéticos; b) tipo 1l o autofagia,
caracterizada por la vacuolizacion citoplasmatica y degradacion lisosomal; y c) tipo Il o
necrosis, caracterizada por la ruptura de la membrana celular (3-5). Sin embargo, en los
ultimos afios se han descubierto multiples tipos de muerte celular, que no deben incluirse en
esta clasificacion, pues ello promueve el uso incorrecto de sus denominaciones y lleva a
confusiones. Es por esto que se dio la necesidad de llegar a un consenso. En 2005 se crea el
Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (6) (CNMC), dedicado a definir y clasificar
los diferentes tipos de muerte celular. En 2009 plantea una nueva clasificacion basada en
caracteristicas bioquimicas (7) y en 2012 hace uso de caracteristicas bioquimicas y
funcionales (8). En 2018 publica su ultima clasificacion, en la que basamos principalmente
esta revision (5) (Fig. 1a). A pesar de las recomendaciones del CNMC sobre el uso adecuado
de la nomenclatura relacionada con los procesos de muerte celular, parece que aun existen
incongruencias cuando se trata de nombrar a los diferentes modelos de muerte celular. En
2020 otros investigadores proponen otra clasificacion, que se asemeja a la presentada por el
CNMC que también la tendremos en cuenta en esta revision (9) (Fig. 1b).

Trataremos de nombrar y describir algunos mecanismos de muerte celular descritos hasta la
fecha, incluyendo, los catalogados por el CNMC en 2018 (a excepcién de la muerte celular
inmunogénica), algunos descatalogados, ademas de aquellos que, aunque no incluidos por el
CNMC, si se incluyen en la clasificacion de 2020 antes mencionada. Tampoco incluimos los
procesos de alcaliptosis y oxeiptosis (10) porque no son mencionados por el comité ni la
clasificacion de 2020. Los procesos que describiremos seran: apoptosis, anoikis, necrosis,
necrosis impulsada por la transicion de permeabilidad mitocondrial (Necrosis TPM),

necroptosis, piroptosis, NETosis, metuosis, mitoptosis, paraptosis, ferroptosis, partanatos,



entosis, muerte celular dependiente del lisosoma (MCDL), muerte celular dependiente de

autofagia (MCDA), autosis, oncosis y cornificacion.

Pero primero, creemos necesario hacer una distincion entre la muerte celular accidental,
aquella que ocurre debido a una agresion, ya sea fisica, quimica o mecénica; y la muerte
celular regulada (MCR), conocida como MCP, que, aunque también ocurre en respuesta a
“perturbaciones ambientales exdgenas” (5), superponiendose a la muerte celular accidental,
también ocurre en ausencia de perturbaciones, pues es un proceso intrinseco dentro de los
programas fisioldgicos propios de la célula (5). La MCP se basa en mecanismos genéticos que
pueden seleccionar las células que van a ser eliminadas. Es un proceso calculado y complejo
que puede originarse de diferentes formas. Por ello, la desregulacion de cualquiera de estos

mecanismos conlleva el desarrollo de gran cantidad de patologias incluidos diferentes tipos de

cancer (3).
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Fig. 1. Clasificacion de los diferentes tipos de muerte celular: (a) tipos de muerte celular de acuerdo con
“Molecular mechanisms of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018~
(5); (b) clasificacion de los tipos de muerte celular de acuerdo con “Multiple cell death modalities and their key
features (Review)” (9) 2020. Necrosis-TPM (necrosis impulsada por la transicion de permeabilidad
mitocondrial); MCI (muerte celular inmunogénica); MCDA (muerte celular dependiente de autofagia); MCDL
(muerte celular dependiente de lisosoma). Imagen creada en BioRender.com.

2. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo recopilar informacion sobre los conocimientos
actuales de algunos de los distintos procesos de muerte celular. Se pretende incluir los
mecanismos moleculares que los definen, ademas de sus caracteristicas morfoldgicas. Con
ello, también se abordan algunas de las interconexiones presentes entre los diferentes

mecanismos de MCP.



3. Tipos de muerte celular
3.1.  Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada, “una forma de suicidio celular
genéticamente definida” (11). “Ocurre normalmente durante el desarrollo, envejecimiento y
como un mecanismo homeostatico para mantener las poblaciones de células en los tejidos.
También ocurre como un mecanismo de defensa, asi como una reaccién inmunitaria o cuando

las células son dafiadas por enfermedades o agentes nocivos” (12).

Durante el proceso de apoptosis la célula sufre una serie de procesos que incluyen la
contraccion celular y la condensacion irreversible de la cromatina en el nicleo, denominada
picnosis, rasgo morfoldgico caracteristico de la apoptosis. Seguida de la fragmentacién del
ADN vy fragmentacion del nicleo, denominada cariorrexis, ademas de la formacion de
protuberancias en la membrana que conduce a la formacion de cuerpos apoptoticos. “Los
cuerpos apoptoticos consisten en citoplasma con organulos estrechamente empaquetados con
o sin fragmento nuclear” (12), y esto depende de “los constituyentes celulares que estaban
presentes en la protuberancia citoplasmatica que lo originé” (13). Con frecuencia se
conservan algunos organulos, especialmente las mitocondrias (11). En la apoptosis la
integridad de la membrana se mantiene intacta (11,12). Obsérvese el cuadro resumen de las
caracteristicas morfoldgicas de los diferentes tipos de muerte celular (Fig. 6).

Finalmente, los macrofagos u otras células con actividad fagocitica captan estos cuerpos
apoptéticos (5,11). Este proceso, denominado eferocitosis, es posible gracias a la secrecion de
sefiales de “encuéntrame” (LPC, CX3CL1, S1P e ICAM3) (14). Por ello no se libera material

celular al tejido intersticial y, en consecuencia, no se produce respuesta inflamatoria (11-13).

Existen dos modelos de muerte celular apoptética: la apoptosis extrinseca y la intrinseca (5).
A nivel molecular poseen diferentes vias de ejecucion: la via extrinseca, la via intrinseca y la
via de perforina/grazmina (9,12), pero coinciden en el requerimiento de activacién de
proteinas caspasas (CASP), aunque existen algunas excepciones en los modos de actuacion de

la via perforina/granzima (Fig. 2).

La via extrinseca se inicia “por perturbaciones del microambiente extracelular” (5). Implica
conexiones con el espacio extracelular a través de proteinas transmembrana que reciben
sefiales desde el exterior celular. Esta via estd mediada por receptores de muerte, miembros de

la familia de genes del factor de necrosis tumoral (TNF) (11,12) y varios receptores FAS



(“también conocidos como CD95 o APO1”) (5). Los ligandos responsables de la activacion
del proceso y sus correspondientes receptores de muerte incluyen: “FasL/FasR, TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y Apo2L./DR5” (12). Aunque “la secuencia de eventos
que definen la fase extrinseca de la apoptosis se caracteriza mejor con los modelos FasL/FasR
(Fig. 2) y TNF-o/TNFR1” (12).

La union en el receptor de muerte da como resultado el ensamblaje de un complejo
multiproteico en el dominio intracelular conformado por la proteina pro-CASP-8 o pro-
CASP-10 y proteinas adaptadoras FADD en el modelo TNF-o/TNFRI1. En el modelo
FasL/FasR o TRAIL/TRAILR las proteinas adaptadoras son TRADD y FADD (5,12,15,16).
En ambos modelos estas proteinas conforman un complejo de sefiales inductoras de muerte
DISC (death-inducing signal complex). Lo que resulta en la activacion de CASP8 o CASP10,
seguido de la activacion de CASP3/6/7 que promueven la apoptosis (12,15,16), punto donde
convergen las vias extrinseca y mitocondrial. Asimismo, la CASP3 puede actuar escindiendo
a ICAD (inhibitor of caspase activated DNAse), que actuara promoviendo la degradacién del

ADN cromosémico y la condensacion de la cromatina (12) (Fig.2).

La via intrinseca (5,12,17) o mitocondrial (12,16) es activada como consecuencia de factores
como “la retirada del factor de crecimiento (5,17), dafio en el ADN, el estrés del reticulo
endoplasmatico (RE), la sobrecarga de especies reactivas de oxigeno (ROS), estrés de la
replicacion, las alteraciones microtubulares, defectos mitoticos” (5) e infecciones virales (12).
Estos estimulos producen sefiales intracelulares que se traducen en un cambio en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Y con ello la liberacién de citocromo c, el cual
actta con Apaf-1 y CASP9 formando el apoptosoma (12,17) (Fig.2) que activara CASP3/6/7
(12,15).

El cambio en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa (MEM) esta mediado por
las proteinas reguladoras de la apoptosis de la familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (5,12,15,17).
Los miembros de esta familia pueden ser proapoptéticos o antiapoptéticos (12). Proteinas
BH3-only proapoptoticas de la familia Bcl-2 son activada por el estrés intracelular y en
consecuencia activa a Bax (Bcl-2-associated X protein), Bak (Bcl-2 homologous
antagonist/killer) (16,17), y Bok (Bcl-2 realted ovarian killer), proteinas proapoptoticas que
formaran poros en la MME facilitando la liberacion de citocromos ¢ (17,18). Por otro lado, la
proteina antiapoptética Bel-2 inhibe a BH3, y esta a su vez, también inhibe a Bcl-2 (17) (Fig.

2). Otra proteina proapoptética denominada Bim también es capaz de inhibir a Bcl-2 (16).



Asimismo, esta via puede ser desencadenada también a partir de la via extrinseca. La CASP8,
cuando CASP3 es insuficientemente activada, puede mediar la escision de Bid en tBid y esta
se dirige a las mitocondrias donde induce a Bax y Bak, lo que conlleva también a la liberacion
del citocromo ¢ (17,19) (Fig.2).
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Fig. 2. Apoptosis. Via intrinseca: factores externos provocan por mediacion de BH3 la activacién de las
proteinas formadoras de poros, Bak, Bax y Bok, en la MEM, que permiten la liberacion del citocromo c. El
citocromo c actuara con Apaf-1 y CASP9 formando el apoptosoma que inducira la activacién de las CASP3/7.
CASP3 puede también activar a ICAD vy el resultado sigue siendo la apoptosis. Via extrinseca: el receptor FASL
se une al receptor transmembrana FAS que reclutard a FADD dando lugar al reclutamiento de CASP-8 con la
participacién del complejo DISC, que finaliza con la activacion de CASP 3y 7 dando lugar a la apoptosis. Via
perforina/grazmina: las perforinas y granzimas B liberadas son introducidas al citosol por endocitosis, donde la
grazmina B por via independiente o dependiente de perforina es liberada de la vesicula y, a través de las CASPs,
activa las rutas apoptéticas por la via extrinseca, intrinseca o directamente por ICAD. “Cell death pathways:
intricate connections and disease implications” (17).

El estrés ocasionado en el reticulo endoplasmatico (RE) por hipoxia, infecciones,
tunicamicina, tapsigargina, brefeldina A y alteraciones en la homeostasis del calcio,
contribuyen a la acumulacion de proteinas no funcionales y pueden llegar a inducir la muerte
celular (15,16) mediante otra via intrinseca. Cuando las proteinas inservibles no pueden ser
sustituidas se desencadena la muerte celular a través de CASP12 promovida por IRE. Pero
también a través de un complejo quinasa asociado a TNF (TRAF2-ASK1) que activa a INK y
la cascada de sefializacion p38-MAPK, lo que resulta en la activacion de Bim e inhibicion de



Bcl-2. La cascada de sefializacion p38-MAPK también activa a CHOP, que facilita la
expresion de CASP3 y CASP8 (16).

Cuando ocurre una infeccion, las células linfoides citotoxicas inician la via
perforina/granzima que provoca la induccion de la apoptosis (12,16,17). Los linfocitos T
citotoxicos y células asesinas naturales eliminan las células infectadas sin dafiar a las células
sanas. Estos linfocitos secretan en la célula diana (12,16) por endocitosis, una vez reconocida
la infeccidn, perforinas y granzimas A/B (17). Las perforinas forman poros que permiten la
liberacion de las granzimas al citosol y desencadenar la apoptosis (12,16,17), aunque también
pueden liberarse independientemente de las perforinas (17). La granzima B puede activar a
CASP3 (12,16), CASP9 y elevar ROS, promoviendo la muerte celular por apoptosis (16),
ademas de utilizar la via mitocondrial actuando sobre Bid (12). En humanos, la granzima B
puede eludir la necesidad de CASP actuando directamente sobre ICAD (17). La ruta seguida
por la granzima A es independiente de las CASP (12,16), activa “un complejo de ADNasa
asociado a FAS denominado SET” (16) que induce la fragmentacion del ADN (12,16).

3.2. Anoikis

Anoikis es considerado un tipo de apoptosis, iniciada cuando las células se separan de la
matriz extracelular (17,20,21) y cuando se produce una union inapropiada en otro tejido
(22,23). Es un mecanismo esencial para prevenir que las células desprendidas colonicen otros
tejidos y se desarrollen. Por ello, se trata de un proceso critico en el desarrollo del cancer
(24,25). Las células metastasicas utilizan mecanismos que les permiten evitar la anoikis y

volverse moviles (23,25,26).

Las vias por las cuales se desarrolla anoikis son las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis
(21,22,26), descritas anteriormente, y otras vias relacionadas con proteinas de union celular

como integrinas y E-cadherina, y RTK (receptor tirosina quinasa) (26).

La via intrinseca esta regulada principalmente por la actividad de Bim y Bid. Se inicia cuando
la célula se desprende de la matriz extracelular. En un estado de unién, Bim se encuentra
secuestrado por complejos del citoesqueleto y se esta degradando por el proteosoma. Tras el
desprendimiento se inhiben las vias de degradacion y se interrumpe el secuestro (22,24). La
proteina Bim activa promueve el ensamblaje de oligbmeros de Bax-Bak dentro de la
membrana mitocondrial externa, lo que da lugar a la permeabilizacion, liberacion del
citocromo c y seguidamente el resto de los mecanismos de la via apoptética. Otras proteinas

proapoptdticas también participan en esta via inhibiendo a factores antiapoptoticos de la

9



familia Bcl-2. Algunas de estas proteinas proapoptoticas son Bad, Bik, Puma, Bfm (18,22,24),
proteinas de la familia BH3-only, implicadas en el desarrollo de anoikis en diferentes células
(22).

La via extrinseca la regulan la union de ligandos a los receptores transmembrana FasL/Fas o
TNF-o/TNFR, que pueden activar la via de mediada por CASPs o por la forma truncada de
Bid. La pérdida de anclaje tiene como consecuencia un aumento de la expresion de receptores
transmembrana como Fas y la inhibicion de la expresion de FLIP, inhibidor endogeno de la

sefializacion mediada por Fas (24). El resultado es el seguimiento de la via apoptotica (22).
3.3.  Necrosis

La necrosis fue considerada una forma accidental o incontrolable de muerte celular que ocurre
después de una agresion grave a la célula causada por radiacion, calor, productos quimicos,
hipoxia, etc. (27). Se puede observar en isquemia, trauma y probablemente en algunas formas
de neurodegeneracion (9). “Se trata de una forma de muerte celular no programada” (16). Sin
embargo, el término de necrosis es debatido porque también se refiere a los procesos
degradativos y alteraciones morfoldgicas que ocurren tras la muerte celular (1,12). De esta
manera, la necrosis puede ser parte de otros procesos de muerte celular. Incluso se ha descrito
una necrosis secundaria después de la apoptosis, cuando las células no son fagocitadas
(5,14,19). En cualquier caso, el CNMC en 2018 no la incluye como una forma de muerte

celular si no como parte de otros mecanismos de muerte celular (5).

El proceso de necrosis incluye un aumento del volumen celular (oncosis) (7,27), la
tumefaccion de los organulos (16), los procesos de picnosis, cariolisis y cariorrexis (2).
Finalmente, se produce la ruptura de la membrana plasmatica y en consecuencia la liberacion
del contenido celular al medio intersticial, al contrario que en el proceso de apoptosis. Entre el
material liberado destacamos los patrones moleculares asociados al peligro (DAMPS) (14)
que promueven “una cascada de inflamacion y dafo tisular” en contraste con la apoptosis
(27). Los desechos necrdticos también deben ser eliminados y al igual que en la apoptosis
utilizan sefiales de “encuéntrame” (péptidos formilados derivados de las mitocondrias, H20»,

ATP/UTP, leucotrieno B4, quimiocinas y el sistema complemento) (14).

La necrosis es el resultado de un aumento del Ca?* intracelular, la desregulacién mitocondrial,
el aumento de las especies ROS vy la proteo6lisis inducida por calpainas y catepsinas (20). Y

dependiendo de su origen es el resultado de un tipo de muerte celular u otro.

10



En la necrosis, a diferencia de en la apoptosis, generalmente no intervienen las proteinas

CASP, a excepcion de en el proceso de piroptosis (28), el cual describiremos posteriormente.
3.4. Necrosis impulsada por la transicion de permeabilidad mitocondrial

La necrosis resultante de la transicion de permeabilidad mitocondrial (TPM) es una forma de
MCP. Es debida a la pérdida de la impermeabilidad de la membrana mitocondrial interna que
conlleva la ruptura osmotica de las membranas tanto interna como externa y en consecuencia
a la muerte celular. Se origina debido a un “estrés oxidativo severo y a una sobrecarga de Ca2"*
citosélico” (5), como consecuencia a la apertura prolongada de poros en la membrana

mitocondrial (17).

La TPM esté regulada, al igual que la via de apoptosis intrinseca, por las proteinas Bcl-2. Los
mecanismos exactos que conducen a TPM no se han dilucidado por completo. Sin embargo
se cree que este poro estd compuesto por “dimeros del complejo ATPsintasa que puede
abrirse al interactuar con la proteina mitocondrial ciclofilina D (CypD)” (19), porque los
inhibidores de CypD protegen a la célula de la necrosis resultante de la TPM (29), aunque no

es todos los casos (17).
3.5.  Necroptosis

El estudio exhaustivo de la apoptosis ha llevado a la identificacion de una forma regulada de
la necrosis denominada necroptosis. “Se observo que la inhibicion de las caspasas, proteasas
que son esenciales para la apoptosis, no suprimid, sino que exacerb6 la muerte celular con
signos de necrosis en ciertos tipos de células” (30). Esta regulada por proteinas especificas y
es el resultado de perturbaciones del microambiente extracelular o intracelular. Ademas de
mediar las respuestas fallidas al estrés y participar en programas del desarrollo (5), asegura la
eliminacién de células infectadas por patdégenos, promueve un estado inflamatorio mediante la
liberacion de patrones moleculares asociados a dafio e induce el reclutamiento de células

fagociticas al sitio de dafio (20).

Las celulas necroptdticas sufren una pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, la
tumefaccion de organulos como las mitocondrias y un citosol translicido, caracteristicas que

comparte con el proceso de necrosis, pero no con el de apoptosis (30) (Fig. 3).

La necroptosis es regulada por el reclutamiento excesivo de RIPK1 en RIPK3 porque
promueve una actividad quinasa excesiva que es citotoxica. Sin embargo, este reclutamiento

puede ser inhibido por la proteina CASP8. Esta proteina activada impide la necroptosis y el
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proceso de muerte celular puede resultar en apoptosis. Se debate que este mecanismo de
necroptosis pueda ser necesario cuando ciertos virus codifican inhibidores de caspasas (28).

Ap(_)ptosis ’

Fig. 3. Comparacion de la morfologia celular entre necroptosis y apoptosis de células cancerosas. Flechas
rojas: ruptura de la membrana plasmatica (necroptosis) y ampollas en la membrana plasmatica (apoptosis).
Flechas verdes: hinchazon y vacuolizacion del citoplasma (necroptosis) y ausencia de ello (apoptosis). Flechas
amarillas: mitocondrias hinchadas (necroptosis) y ausencia de ello (apoptosis). Flechas azules: ausencia de
nucleo condensado y fragmentado (necroptosis) y presencia de ello (apoptosis). “Necroptosis: an alternative cell
death program defending against cancer” (30). Obsérvese también Fig. 7: Cuadro resumen de las caracteristicas
morfolégicas de los diferentes tipos de muerte celular.

Los cambios microambientales son detectados por receptores de muerte como FAS, TNRF y
TRAIL o receptores de reconocimiento de patogenos como TLR3 y TLR4 (Toll-like-4/3), es
decir, receptores de inmunidad innata y la proteina de union DAI (DNA-dependent activator
of IFN regulatory factors) (15). Y estan regulados por las proteinas RIPK1 y RIPK3 (27).

Cuando el ligando TNF es detectado por un receptor de muerte como TNRF1 de manera
similar a la via apoptética extrinseca, se forma un complejo en el dominio intracelular
compuesto por TRAF2/5, RIPK1, TRADD vy c-lAP1/2 que procede a la ubiquitinacién de
RIPK1 y al reclutamiento del complejo de ensamblaje de cadena de ubiquitinacion lineal
(LUBAC) (17,29). Los c-IAP son inhibidores de proteinas de apoptosis y producen la
poliubiquitinacion de RIPK1. Posteriormente la autoubitiquinacion de c-IAP y su
consiguiente degradacion promovida por inhibidores de c-lIAP también promueve la
desubiquitinacién RIPK1 (30). Las cadenas de ubiquitina reclutan los complejos quinasa IKK,
TAK y TAB (17). RIPK1 desubiquitinado se une a FADD, lo que provoca la activacion de
CASP8 y en consecuencia la apoptosis. La necroptosis es originada cuando CASP8 es
inhibida 0 no esta presente y existen altos niveles de RIPK1 y MLKL (mixed lineage kinase
domain-like pseudokinase). Entonces la proteina RIPK1 recluta a RIPK3 y se origina la

necroptosis (30).
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Para que la necroptosis tenga lugar las proteinas RIPK1/3, deben ser fosforiladas y formar el
complejo necrosémico. Este complejo fosforilard a la proteina MLKL que se oligomerizara
(17,29) (“probablemente en dimeros o tetrameros” (5)) y migrara a la membrana celular para
promover la formacion de poros (17,29). MLKL también causa el agotamiento de ATP vy el
aumento de ROS (16,27). La formacion de poros conlleva la liberacion de contenido
intracelular como los DAMPs, que promueven la inflamacion (29), la perturbacion en la
membrana y en consecuencia la lisis celular (17). MLKL fosforilado también puede migrar
hacia las mitocondrias para interactuar con la fosforilasa PGAMS5 en la membrana y provocar

la necroptosis (15).
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Fig. 4. Necroptosis. El ligando TNF es detectado por TNRF1 y se forma un complejo intracelular compuesto por
TRADD, TRAFF2/5 y RIPK1 (RIP1), lo que promueve la ubiquitinacion de RIP1 y el reclutamiento de
LUBAC. c-IAP1/2 conducen a la poliubiquitinacion de RIPK1. Las cadenas de ubiquitina reclutan a IKK, TAK
y TAB. c-IAP ubiquitinado es degradado y RIP1 es desubiquitinado lo que le permite unirse a FADD, provocar
la activacion de la cCASP8 y en consecuencia dar lugar a la apoptosis. Cuando CASP8 no puede actuar RIP1
fosforilada recluta a RIP3 y promoveréa su fosforilacion. RIP1/3 formaran el necrosoma y fosforilara a MLKL
que una vez oligomerizada se dirigira a la membrana celular y dando lugar a la lisis celular y finalmente la
necroptosis. Receptores TRL3/4 activados por ARN viral atraen a TRIF que interactuara con RIP1/3 provocando
también la necroptosis. “Cell death pathways: intricate connections and disease implications” (17).

Otros receptores como TRL3/4 activados por ARN viral atraen a TRIF, que interactda con
RIPK1 y RIPK3 provocando necroptosis (17). Y la proteina ZBP1 (17) o DAI, que detecta
ADN viral citoplasmatico también puede inducir la necroptosis dependiente de RIPK3
(15,17).
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3.6.  Piroptosis

La piroptosis es una forma de MCP desencadenada tras la deteccion intracelular de dafios o
patogenos y perturbaciones en la homeostasis extracelular. El lipopolisacarido (LPS) de las
bacterias Gram negativas es uno de los principales activadores de la piroptosis. Las células
piroptéticas presentan hinchamiento, fragmentacion del material genético caracteristico
también de la apoptosis, permeabilizacion de la membrana plasmatica resultado de la
formacion de poros, ruptura de la membrana plasmatica y liberacion del contenido
citoplasmatico, caracteristica que comparte con la necrosis, incluyendo factores

proinflamatorios (5,20) (Fig.7).

Esta forma de MCP es inducida por la activacion de CASP1, CASP3 y CASP4/5/11 y su
capacidad para inducir las gasderminas (GSDMS) formadoras de poros (5,31,32).
Concretamente las CASP1 y CASP4/5/11 catalizan la escision de gasdermina D (GSDMD) y
la CASP3 de la gasdermina E (GSDME) (31). Las GSDMS constan de un dominio N-
terminal y un dominio C-terminal, conectados por un enlazador. Tras la escision, su porcion
N-terminal se transporta a la cara interna de membrana celular o membrana bacteriana, donde
se oligomeriza y genera un poro que permeabilizan la membrana y permiten la liberacién de

componentes citoplasmaticos, entre ellos las citocinas (5,20,31-33).

Asimismo, la piroptosis puede seguir dos vias: la via candnica y la via no canonica (19,31).
La via canonica estd mediada por la CASP1 y activacion de complejos de sefializacién
multiproteicos intracelulares conocidos como inflamasomas. Concretamente el inflamasoma
NLRP3 provoca la salida de K™ y consecutivamente la asociacion a NEK7. La CASP1 activa
a GSDMD y a las citocinas IL-1p y IL-18 (31).

En la via no canonica los inflamasomas son activados por las CASP4/5/11, que se unen al
LPS citosélico (5,20,31-33), lo que da como resultado la activacion también de GSDMD
dando lugar al flujo de K™ y la formacién del inflamasoma canénico NLRP3, ademas de la
activacion de la IL-1pB (31).

3.7. NETosis

La NETosis es un tipo de MCR caracterizada por la liberacion de trampas extracelulares de
neutréfilos (NETS) por neutréfilos como defensa frente a infecciones. Las NETS consisten
principalmente “cromatina descondensada que forma estructuras de ADN en forma de red con

poros” (34) que contienen histonas unidas a proteinas granulares y citoplasmaticas (5,16). Se
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forman en respuesta a activadores microbianos o receptores especificos como los TLRs, y
pueden ser el origen de algunas enfermedades humanas como la diabetes o el cancer (5).
Aunque también pueden ser liberados en respuesta a una inflamacion estéril (34). En este tipo

de muerte celular “los neutrofilos se suicidan para combatir la infeccion” (20).

Morfolégicamente, cuando ocurre el proceso de NETosis, la célula sufre descondensacion de
la cromatina, ruptura de la membrana celular, mezcla del material nuclear y citoplasmatico,

ruptura de la membrana plasmatica y expulsion de los NETs (20,33).

Se trata de un término controvertido que adn necesita estudio. Estructuras similares a las
NETs pueden ser expulsadas por otras células como los mastocitos, eosindfilos y los
basofilos. La liberacion de NETs no implica siempre la lisis celular (5), y entonces se ha
denominado “NETosis vital” (34).

La NETosis comparte varias caracteristicas con otras formas de MCR. Al igual que en los
procesos de necrosis, se produce una desintegracion de la membrana. Aunque también posee
caracteristicas definitorias como la descondensacion de la cromatina (16).

AUn no se conocen todos los mecanismos que pueden llegar a inducir la NETosis, ni todos los
que pueden desencadenar la liberacién de NETs. Algunos de los receptores que podrian estar
involucrados en la estimulacion de la NETosis son TNF, GPCRs y Fc (34).

El proceso de NETosis se inicia con la activacion de los neutrofilos. Una vez los ligandos
entran en contacto con los receptores de superficie, se da lugar a un cambio en la
concentracion de Ca2* intracelular, activacion de cascada de quinasas y produccion de ROS.
Aunque la NETosis también puede iniciarse sin la participacion de receptores de superficie, a

través de toxinas bacterianas o un aumento de ROS (34).

El aumento de Ca?* intracelular es debido a la liberacion del calcio almacenado en el RE y la
apertura de canales de Ca en la membrana plasmatica. EI Ca media la NETosis a través de la
enzima PAD4 (peptidyl arginine deiminase 4) que requiere una alta concentracion de calcio

para su activacion (34).

El aumento de ROS producido por la activacion de la NADPH oxidasa y las mitocondrias
durante la NETosis (35), da lugar a la descondensacion del ADN. PAD4 activado por el
calcio también ayuda en la descondensacion, disminuye la interaccion electrostatica entre la
histona y el ADN, al citrulinar las histonas (34). Otras enzimas como la elastasa y

mieloperoxidasa también participan en este proceso al migrar al nucleo (16).
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Para que la NETosis tenga lugar, se debe producir la ruptura de la membrana nuclear. Aunque
aun no se conocen todos los mecanismos por los cuales esto es posible, se sabe que para ello
se da una reordenacion de las fibras de la lamina de la membrana nuclear y que la
descondensacion de la cromatina por PAD4 es limitante. Se plantea que tal vez la presion

generada por la descondensacion sea suficiente (34).

Para la ruptura del nucleo se habla también de la participacion de la GSDMS como en el
proceso de piroptosis con la intervencion de las CASPs. Se propone que esta proteina
promueve la pérdida de la permeabilidad nuclear con la formacion de poros, permitiendo que
las proteasas obtengan Consultado a las histonas, pero no hay suficientes evidencias (33,34).
Sin embargo, se plantea que la CAPS-11 en combinacién con la GSDMS pueden inducir las
caracteristicas de la NETosis independientemente de PAD4 y las enzimas elastasa y

mieloperoxidasa, en la via no candnica (33).

De cualquier forma, se sabe que la célula sufre la ruptura del nucleo y la cromatina
descondensada es liberada al citoplasma donde se unen las proteinas granulares y citosolicas.
Finalmente, la ruptura de la membrana plasmaética ocurre y permite la liberacion de las NETs
(16).

3.8.  Metuosis

La metuosis es considerada un tipo de MCR caracterizada por el “desplazamiento del
citoplasma por grandes vacuolas llenas de liquido derivadas de macropinosomas” (36). Se
puede inducir en células de glioblastoma y el cancer gastrico. Morfoldgicamente implica la
vacuolizacion de organulos y la desintegracion de la membrana celular al igual que en la
necrosis. No implica la condensacién de la cromatina nuclear, ni el encogimiento celular

como en la apoptosis (37).

La macropinocitosis es un proceso de endocitosis independiente de clatrina por el cual las
células captan en vesiculas componentes extracelulares como nutrientes y proteinas. Las
vesiculas se generan a partir de lamelipodios, protuberancias de la membrana plasmatica. Una
vez formados, los macropinosomas entran en la via endocitica y se reciclan, 0 maduran y
obtienen proteinas (LAMP1 y Rab7) (9,36) propias de los endosomas tardios y, finalmente, se
unen a los lisosomas. Sim embargo, en vez de unirse a los lisosomas, pueden unirse varios
macropinosomas y formar grandes vacuolas. Caracteristica que se observa en células de

glioblastoma in vitro que sufren la sobreexpresion de la oncoproteina H-Ras (G12V) (36).
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El crecimiento de las vacuolas tiene como consecuencia el desprendimiento celular del
sustrato y la pérdida de la integridad de la membrana celular. Curiosamente los nucleos

generalmente permanecen intactos (36).

El proceso es inducido por la activacion de una via Ras GTPasa que activa a Rac-1. Un
aumento de Rac-1 activado desciende la activacion de Arf6, una GTPasa que interviene en el
reciclado de los macropinosomas, lo que conlleva a una desregulacion del reciclado de los
macropinosomas y su acumulacion. La inactivacion de Arf6 se debe la interaccion de Rac-1
con GIT-1, capaz de inhibir a Arf6 (16,36).

Las chalconas estdn también relacionadas con la induccion de la metuosis. Estudios
relacionados con el compuesto MIPP (3-(2-methyl-1H indol-3-yl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-

one) promueven la formacion de vacuolas a partir de los macropinosomas (37).
3.9. Paraptosis

La paraptosis es un mecanismo MCR no apoptética reconocido en la clasificacién de 2020
(9). Esta mediado por proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y es inhibido por
AIP-1/Alix especificamente (38). Se induce por la activacién del Insuline-like growth factor 1
receptor (IGFIR) y posteriormente implica proteinas quinasas (9,38). También es inducible
por las vias INK (9) y es independiente de las CASPs (38). “Parece ser que la paraptosis se
relaciona con la generacion de ROS, la acumulacién de proteinas mal plegadas del RE y la

2+99

sobrecarga mitocondrial de Ca=* (9). Morfol6gicamente se caracteriza por la vacuolizacion

citoplasmatica derivada del RE o de las mitocondrias (9) y el redondeo de las células (38).

Este modelo de muerte celular requiere de mas estudio para poder descifrar por completo los

mecanismos moleculares (9).
3.10. Ferroptosis

La ferroptosis es un tipo de MCR resultado de perturbaciones en el medio intracelular. Se
caracteriza por la peroxidacion lipidica intracelular dependiente de hierro, lo lleva a la
produccién de ROS, y el agotamiento por glutacion (19). En las células ferroptoticas se
observan mitocondrias alteradas, minimizadas, con una ultraestructura electrodensa, con

crestas reducidas o inexistentes, y con una membrana externa rota (5).

Asimismo, la ferroptosis depende de la transferencia de hierro al interior celular y, en parte,
del antiportador cisteina/glutamato de la membrana plasmatica denominado sistema X La

transferrina transporta el Fe** al receptor de membrana TFR1 y este lo transporta al interior
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celular. En el interior de la celula el Fe** se reduce a Fe?*, lo que da lugar a la generacion de
radicales hidroxilo que produciran a partir de los lipidos de membrana peroxidos lipidicos,
dando lugar a un aumento de ROS (16). Por ello, los quelantes de hierro pueden prevenir la

apoptosis (19).

Un fallo en el sistema X aceleraré el proceso de ferroptosis, porque su inactivacion o mal
funcionamiento impide la formacion de glutation peroxidasa 4 (GPX4), proteina que impide
la muerte celular previniendo la peroxidacion lipidica (16,19). Este sistema permite la entrada
de cistina en la célula y la salida de glutamato. La cistina en la célula es reducida a cisteina, y
la glutamato cisteina ligasa (GCL) cataliza la sintesis de y-glutamil cisteina. La glutation
sintasa (GS) genera glutatiéon (GSH) mediante la adicion de glicina. EI GSH reduce los
radicales libres cuando es reducido por la GPX4 a GSSG (5,19).

3.11. Partanatos

Partanatos es un tipo de MCR resultado de un dafio severo o prolongado del ADN, en
respuesta al estrés oxidativo por ROS (H.02, OH, NO, ONOO:;, etc.), hipoxia, isquemia,
hipoglucemia, sefiales inflamatorias, radiacion UV, radiacion ionizante y agentes alquilantes
de ADN. Depende de la acumulacién de la poli(ADP-ribosa)-polimerasa 1 (PARP-1) activada
y del factor inductor de apoptosis asociado a mitocondria (AIF) (5). La proteina PARP-1
participa en la regulacion de la conservacion del ADN y en la regulacion de la homeostasis
celular (“expresion y amplificacion génica, [...] replicacion del ADN, funcion mitocondrial”
(39), etc.).

En este tipo de MCP participan compuestos moleculares exclusivos, PARP-1, PAR y AlF,
hasta la fecha. Sin embargo, comparte otras caracteristicas con otros modelos de muerte
celular. Partanatos conlleva la despolarizacién de la membrana mitocondrial como algunas
vias de la apoptosis o necrosis. Provoca la fragmentacion del ADN a gran escala a diferencia
de en la apoptosis, donde en comparacién la fragmentacion es menor. Y al igual que en la
necrosis, da lugar a la ruptura de la membrana celular. Pero destacamos que, a diferencia de la

necrosis, no conlleva inflamacion (39).

En una situacion normal PARP-1 constituye un sistema de reparacion por escision de bases de
ADN. Detecta defectos en el ADN y promueve la sintesis de homopolimeros de poli-(ADP-
ribosa) (PAR) que se encargara de la reparaciéon. Y para ello, PARP-1 utiliza NAD",
producido con gasto de ATP, lo que se consideraba un factor citotoxico determinante. Ahora

hay evidencias de que en la muerte celular por partanatos el factor determinante se basa en la

18



actividad de PARP-1 (40). Pero se sigue estudiando, porque existe una via no candnica
independiente de AIF en la desaparicion de las células epiteliales de la retina, centrada en el

deterioro energético (5).

Cuando existe un grave dafio en el ADN debido, por ejemplo, a un exceso de ONOO", que es
un potente inductor de dafio en el ADN, PARP-1 se activa en exceso y produce polimeros
ramificados de cadena larga de PAR. Este polimero se une directamente a AlF. En
consecuencia, AIF se transloca desde la mitocondria al nicleo, donde provoca la
fragmentacion del ADN vy la condensacion de la cromatina “a través de la nucleasa asociada a
AIF partanatos (PAAN) aun no identificada” (29).

3.12. Mitoptosis

El proceso de mitoptosis no se contempla en la clasificacion del CNMC en 2018 (5), pero si
por la clasificacion de 2020 antes mencionada (9). La mitoptosis, conocida como “suicidio
mitocondrial” (9,41), ocurre cuando las mitocondrias producen un exceso de ROS y catalizan
la hidrélisis de ATP (42). Se trata de un proceso que puede promover la supervivencia (42).

Sin embargo, un proceso de mitoptosis extendido puede provocar la muerte celular (9).

La mitoptosis se inicia con la fision de los filamentos mitocondriales y posterior
fragmentacion, seguida de la agrupacion de mitocondrias en la region perinuclear. A esto le
sigue la formacién de un cuerpo mitoptético, que contiene las mitocondrias reunidas, que sera
expulsado de la célula. Aunque, tras la fragmentacion las mitocondrias pueden también ser
sometidas a un proceso autofagico (mitofagia) (42). La fision de mitocondrias parece ser un
proceso regulador de la apoptosis antes incluso que la activacion de caspasas. Cuando la
proteina reguladora de la fision mitocondrial, DRP1, es inhibida, no solo impide la
fragmentacion de las mitocondrias si no también la inhibicion de la apoptosis (43). En el
proceso de fision destacamos la participacion de la proteina DDP/TIMMS8a promovida por las
proteinas BAX/BAK. DDP/TIMM8a se asocia con DRP1 para inducir la fragmentacion
mitocondrial. Este proceso requiere de mas estudio, pues los mecanismos moleculares ain no

guedan del todo claros (44).
3.13. Entosis

La entosis es una forma de MCP, considerada un proceso de canibalismo celular que ocurre
en tejidos sanos 0 malignos (5) (“tipico de las células epiteliales tumorales™) (45). Consiste en

la internalizacion de una célula viva en otra. La célula internalizada se denomina comunmente
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entotica (5,20) y puede darse entre tipos diferentes de células (heterotipico) o entre un mismo
tipo de célula (homotipico), lo que conlleva a la formacion de estructuras célula en célula
(46).

La célula entdtica puede sufrir tres destinos diferentes: puede morir al ser degradada por
enzimas lisosomales (47); dividirse dentro de la célula huésped; o escapar y sobrevivir (16,47)
lo que indica que la célula entdtica es viable dentro de la célula huésped (47). Cuando el
destino de la célula entotica es la muerte, la entosis puede nombrarse como un tipo de muerte
celular, aunque realmente hace referencia al proceso de internalizacion (5). Es un proceso que
no implica el mecanismo fagocitico derivado de la apoptosis, es independiente de las CASPs
(47).

Por otro lado, la entosis se origina principalmente por el desprendimiento de células
epiteliales de la matriz extracelular (como en anoikis), lo que conduce a la pérdida de
sefializacion de integrina (5). Un ejemplo en el que ocurre entosis in vivo es durante la

eliminacidn celular del interior de los conductos mamarios en la pubertad (47).

Morfolégicamente en células tumorales de humano, durante un estado inicial del proceso de
entosis existe un estrecho contacto entre la membrana vacuolar de la célula entética y la
huésped. Luego la célula huésped se encoge y forma protuberancias que se extienden
alrededor de la célula entética. Posteriormente la célula entética se observa deforme al igual

que su nucleo, encogida y con la cromatina condensada (45).

Las células desprendidas de la matriz son detectadas por células circundantes gracias a la
sefializacion de las E-cadherinas y las cateninas en cultivos en suspension, dando lugar a una
compactacién celular. El contacto entre las células es mayor en las proyecciones de la célula
huésped, de tal manera que incluso se pueden encontrar proyecciones entrelazadas entre la

celula huésped y la entdtica (47).

La célula penetra en la célula huésped gracias a la activacion de la GTPasa RhoA vy las cinasas
ROCK1 y ROCK2 (47) en la célula entdtica, proteinas inductoras de la acumulacién
microfibras de actina y miosina (20). Pero también es necesario la intervencion del
citoesqueleto de actina de la célula huésped, puesto que es esta la que desarrolla las
protuberancias que la rodean, al igual que los microtibulos. Para el correcto desarrollo de la
entosis es necesaria la actividad del aparto de Golgi, contribuye al crecimiento de la
membrana y a la formacion de las protuberancias (45). Finalmente, el destino de la celula

entotica internalizada es la muerte celular lisosomal (47).

20



3.14. Muerte celular dependiente del lisosoma

La muerte celular dependiente del lisosoma (MCDL) es una forma de MCP, resultado de la
liberacion de catepsinas al citosol desde los lisosomas (29), por la permeabilidad adquirida de
la membrana lisosomal (16). En el citosol, las catepsinas pueden interactuar con la ruta de
sefializacion de la apoptosis. En algunas circunstancias parece que la liberacién de catepsinas
temprana induce la apoptosis y, en otras, parece que se produce tarde y solo contribuye a la
amplificacion de la sefial de muerte. Aungue ain no se conozcan del todo los mecanismos
predecesores de permeabilidad de la membrana lisosomal (PML), se sugiere que esto depende
del tipo de célula y del tipo de estimulo (48).

La pérdida de impermeabilidad de la membrana lisosomal puede deberse a niveles elevados
de ROS, la composicién lipidica de la membrana lisosomal, proteasas no lisosomales, p53 y
proteinas de la familia Bcl-2. Puede inducirse a través de la activacion de receptores de
muerte, estrés en el RE, inhibicion del proteosoma, estrés oxidativo, dafio en el ADN, estrés
osmotico o carencia de factor de crecimiento. La PML puede darse algunos tipos de muerte
celular apoptosis, necrosis, muerte celular autofagica, necroptosis (48), piroptosis y
ferroptosis (4). Y parece ser que dependiendo de la gravedad del dafio lisosomal puede
originarse la apoptosis, si es reducido, o la necrosis si es un dafio lisosomal masivo (48,49),

porque la liberacién del contenido lisosomal acidifica el citosol (4,49).

Las catepsinas son las primeras reguladoras de la muerte celular inducida por la
permeabilidad del lisosoma. Pueden inducir la muerte a través de las CASPs o en otra via
independiente (48,49). En ciertas circunstancias como a partir de algunas infecciones son
necesarias para la induccion de la apoptosis (48).

Algunos de los inductores de la PML son las proteinas Bax y Bim de la familia Bcl-2, se
translocan al lisosoma en respuesta a diferentes estimulos, y la p53, reclutada en la membrana
lisosomal por una proteina inductora de la apoptosis (LAPF) recientemente descubierta
(48,49), que participa en la muerte inducida por TNF y dafios en el ADN por radiacién
ionizante o farmacos. Se sugiere que las CASPs también pueden inducir la PML, como la
CASP-8, en colaboracion de otros factores como Bax o Bak, o la CASP-2 en respuesta al
estrés en el RE. También se sugiere que las propias catepsinas dentro del lisosoma, como la
catepsina B, promueven la PML, aunque a lo mejor no es suficiente, pero si necesaria (48).
Las catepsinas liberadas del lisosoma pueden activar la permeabilizacion de la membrana

externa mitocondrial y la activacion de Bid y Bax (4).
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Otros factores como las calpainas al escindir proteinas esenciales en la estabilidad del
lisosoma (LAMP1 y LAMP2) (4); ROS en reaccion con el hierro, produce la peroxidacion de
los lipidos de membrana (El “hierro cataliza la conversion de H202 -que atraviesa libremente
las membranas- en radicales hidroxilo” (49)) (48); rutas de sefializacion de quinasas; cambios
en la composicion lipidica de la membrana lisosomal, que puede afectar a la sensibilidad
osmotica con la participacion de PLA2, fosfolipasa C y esfingomielinasa, se propuso la
esfingosina que actda como un detergente, causa la permeabilizacion cuando se acumula en el
lisosoma, que puede activar CASPs y que disipa el potencial de membrana interno
mitocondrial; o B-amiloide (sustancia neurotoxica que se acumula en los lisosomas) también
puede causar la PML (48). Estudios sugieren que el agrandamiento de los lisosomas por

acumulacidn de agentes lisosomotropicos también pueden causar PML (4).
3.15. Muerte celular dependiente de la autofagia

Existen tres formas de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia, mediada por
chaperonas (9,50,51). La macroautofagia es la via que generalmente utilizan las células para
eliminar organulos defectuosos y otros desechos y es a la que se refieren generalmente como
autofagia (51). Concretamente la degradacién de mitocondrias se denomina mitofagia
(9,50,51).

La autofagia es un proceso de degradacion en el que elementos citoplasmaticos, como
organulos y proteinas dafiadas, son dirigidos en el interior de vesiculas de doble membrana
denominadas autofagosomas, para finalmente incluirse en los lisosomas, donde seran
degradados. Se produce en respuesta a la falta de nutrientes, organulos dafiados, hipoxia,
ROS, estrés ER, tratamientos con productos farmacéuticos (15) (por ejemplo:
anticancerigenos), infecciones patdgenas y ausencia de factores de crecimiento (50). La
degradacion de estos elementos permite la obtencion de macromoléculas y ATP, para los
procesos anabolicos (49). “Una ventaja para la supervivencia en condiciones estresantes”
(45). Cuando el estrés llega a un punto irreversible, la célula morira por “niveles excesivos de

autofagia” (9). Una desregulacion de este proceso conduce a varias patologias (19).

Se trata de un proceso controvertido porque puede definir tanto un proceso de muerte celular
como un mecanismo de supervivencia en condiciones estresantes, y a falta de evidencias no
llegaba a considerarse un mecanismo de muerte celular. Sin embargo, en 2018 el CNMC
reconocio la muerte celular dependiente de autofagia (MCDA) como un tipo de MCP que se

desarrolla a través de la maquinaria autofagica (5), es decir, que la autofagia sea
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etioldgicamente el origen de la muerte celular, y no un proceso que se activa junto con otros
procesos de MCP o los favorece (5,17) (como la apoptosis). Por ello, recomienda su uso con

precaucion (5).

Morfolégicamente la MCDA se caracteriza por la acumulacion de autofagosomas (52).
Molecularmente, la MCDA debe cumplir 3 criterios: ser independiente de la apoptosis, existir
un aumento en el flujo autofagico y no solo un aumento de los marcadores autofégicos, y que
la supresion de la autofagia mediante métodos quimicos o genéticos pueda prevenir la muerte
celular (52,53).

Los mecanismos moleculares precisos que regulan la MCDA no estan del todo definidos (52).
Destacamos que el proceso de autofagia se puede dividir en varias etapas: induccion,
nucleacion, maduracion, fusién y degradacién (50); pero no nos detendremos en los

mecanismos moleculares de cada etapa.

Podemos considerar que la mayor discusion sobre este concepto se ha resuelto en estudios
sobre Drosophila, aunque también se incluyen estudios con mamiferos (con células
neuronales (52,53)) y plantas (53). Por ejemplo, en plantas se ha demostrado que la MCDA es
necesaria para el desarrollo de elementos traqueales con la intervencion de la proteina Atg5,
cuya inhibicién interrumpe este desarrollo (53). En estudios de eliminacion de las glandulas
salivales de Drosophila durante la metamorfosis, evidenciaron el papel esencial de la MCDA,
pero también que actla paralelamente con la apoptosis (52,53). La inhibicion del proceso de
apoptosis retrasd la eliminacion de las glandulas, al igual que la pérdida de funcién por
mutacién en genes de atg. Y la sobreexpresion de genes Atgl, clave en la autofagia, fue
suficiente para promover la muerte celular de las glandulas salivales (53).

Con respecto a las células tumorales parece que la autofagia puede tener dos papeles. En un
estudio sobre células epiteliales de la superficie del ovario humano, la expresion de H-Ras
(V12) oncogénico provoca la detencion de la proliferacion y promovia MCDA. Cuando los
marcadores como Atg5 o Atg7 eran inhibidos, la muerte celular inducida por Ras era inhibida.
La expresion de H-Ras estimula a Noxa y Beclin-1, que participan en la MCDA. La
inhibicion de Noxa reduce la muerte por autofagia y favorece la supervivencia celular. En otro
estudio con células de cancer pancreético, las células eran capaces de sobrevivir gracias al
proceso de autofagia. Esto ha llevado a la conclusion de que en células cancerigenas la

autofagia puede llevar a la muerte celular o a la supervivencia lo que dependera del tipo de
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células y el contexto. Méas estudios respaldan la MCDA como un tipo de muerte celular

independiente, pero aln siguen siendo necesarias mas evidencias (53).
3.16. Autosis

La autosis es un tipo de MCP, variante especifica de la MCDA. Esta regulada por Na*/K*-
ATPase (5). Puede inducirse en respuesta a hipoxia, péptidos inductores de la autofagia
(péptido Tat-Beclin 1) e inanicion (16). Morfoldgicamente el proceso de autosis presenta
ruptura focal de la membrana plasmatica, condensacion leve de la cromatina, tumefaccion de
mitocondrias y de RE, ruptura del RE, abundantes lisosomas, autofagosomas (16,54,55),

vacuolas y espacio perinuclear inflamado (54,55).

A diferencia de la apoptosis y la necrosis, la autosis se puede bloquear mediante inhibidores
de la Na+/K+-ATPase, farmacologicos, genéticos o naturales (por ejemplo: glucosidos
cardiacos), y no se observa afectada por los inhibidores de caspasas (55), inhibidores de Bax y
Bak, 0 ROS (49). Por esto y por las caracteristicas morfologicas distintivas como la dilatacion
del RE y del espacio perinuclear (separacion de la membrana externa e interna) (54,55), se

considera un tipo de muerte celular (54).

De las funciones reguladoras de la Na'/K*™-ATPasa, alin se desconocen los mecanismos
exactos mediante los cuales su inhibicion resulta en autosis (54).

3.17. Oncosis

La oncosis fue descrita como un tipo de muerte celular caracterizada por la tumefaccion de
organulos, protuberancias de la membrana plasmatica, cariolisis, tumefaccion celular y
permeabilidad de la membrana plasmatica, lo que resulta en necrosis (2). Se utilizé el término

para designar a cualquier muerte celular que produjera inflamacion (1).

Sin embargo, se trata de un término que el CNMC recomendo limitar su uso en 2005, porque
se caracterizaba morfol6gicamente como la necrosis y la apoptosis que deriva en necrosis, 1o
que puede acarrear confusiones. Por el mismo motivo desaconseja el uso del término oncosis
necrotica (6). Asi, el término oncosis se encuentra cada vez mas en desuso y es sustituido por

necrosis.
3.18. Cornificacion

La cornificacion fue considerada una forma de MCP especifica de la epidermis. Se conoce

también como “queratinizacion o formacion de la envoltura cornificada” (6). El resultado es
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la formacion del estrato corneo, capa de células formada por corneocitos (queratinocitos

muertos) (8).

Sin embargo, en 2018 el CNMC deja de considerarlo como un tipo de muerte celular. Hace
una distincion entre la muerte celular y la diferenciacion terminal (DT). Se considera que la
cornificacion debe ser un proceso de DT y no una forma de muerte celular porque, aunque se
sabe que durante este proceso se involucran diferentes mecanismos de muerte celular, las
células resultantes pasan a formar parte del tejido con una funcion fisioldgica especifica en
vez de ser eliminadas. Por ello, a pesar de que la célula muera, la cornificacion no se cataloga
como un tipo de muerte celular (5). En cualquier caso, su descripcion la incluiremos en esta
revision.

Existen diferentes variantes de cornificacion que darén lugar a diferentes estructuras ademas
del estrato corneo de la epidermis; estas son el estrato corneo de la piel de palmas y pies, las
ufas, el pelo y las papilas de la lengua (56), pero nos centraremos en el estrato corneo de la

epidermis.

La piel es la barrera protectora del cuerpo, esta sometida continuamente a agresiones fisicas,
quimicas y bioldgicas. Esta compuesta por un tejido conectivo interno, la dermis y un epitelio
escamoso, la epidermis, a su vez compuesta por diferentes sustratos. La epidermis se renueva
continuamente debido a la mitosis de las células madre de la capa basal, que genera nuevos
queratinocitos. Estos queratinocitos formaran parte del estrato espinoso, donde las células
expresan marcadores tipicos de diferenciacion (K1 y K10, que coordinaran luego la formacion
de haces de queratina) y CASP14; y luego del estrato granuloso de la piel, donde expresan
proteinas del complejo de diferenciacién epidérmica (CDE) (generan involucrina y loricrina),
y presentan granulos de queratohialina (contienen filagrina producida por el CDE) (57). En el
proceso de transicion al estrato corneo el ndcleo de los queratinocitos es degradado;
desaparecen los organulos; se reduce el tamafio celular; se activan las CASP14 que
contribuyen a la desintegracion de la filagrina; se unen por transglutaminacion las
involucrinas, loricrinas y queratinas, que permitiran una estructura mecanicamente resistente;
se extruyen los lipidos (contenidos en cuerpos lamenares) que formaran una matriz en la que
se incrustardn los corneocitos. Una vez convertidos en corneocitos, estos estaran
estrechamente unidos por corneodesmosomas, los cuales una vez degradados permiten el

desprendimiento de los corneocitos (descamacion) (56).
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Este proceso de cornificacion esta regulado por las integrinas que median la adhesién a la
matriz extracelular. Una vez desocupadas pueden regular también el inicio de la apoptosis o
anoikis, pero son procesos blogueados por mecanismos antiapoptoticos (activacion del factor

de transcripcion NF-KB, MAPK y Akt) para que tenga lugar correctamente la DT (57).
4. Comunicacion entre los mecanismos de muerte celular

Los mecanismos de muerte celular pueden estar interconectados a través de complejas vias de
sefializacion promovidas por moléculas definitorias. La CASP8 activada durante la apoptosis
puede inhibir la necroptosis al inhibir el reclutamiento de RIPK3, lo que conlleva al desarrollo
de la apoptosis (17,28,58). Por otro lado, la inhibicion de CASP8 por RIPK1 (promovido por
TNF) y FLIP (en varias versiones) da lugar a la necroptosis. La CASP8 desde la ruta de
sefializacion apoptotica también puede promover la piroptosis activando el inflasoma o la
escision de GSDMS (Fig. 5) (17).
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Fig. 5. Comunicacion entre necroptosis, apoptosis y piroptosis. CASP8 activada inhibe la necroptosis durante
la apoptosis. CASP8 inhibida por RIP1 y FLIP_ dan lugar a la necroptosis. La piroptosis es promovida por
CASP8 desde la via apoptética activando la escision de GSDMS. A su vez CASP 3 inhibe la piroptosis
inhibiendo la escisién de GSDMS. CASP1 inductora de la piroptosis promueve la apoptosis al escindir a CASP3.

MLKL durante la necroptosis induce la piroptosis promoviendo el flujo de K*. “Cell death pathways: intricate
connections and disease implications” (17).

La CASP3 inductora de la apoptosis puede inhibir la piroptosis inhibiendo la escision de
GSDMS. En otro sentido, la CASP1 inductora de la piroptosis puede promover la apoptosis,
el escindir la CASP3. Asimismo, la activacion de MLKL durante la necroptosis puede inducir

la piroptosis al promover el flujo de K* de manera intrinseca (Fig. 5) (17,59).
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La via apoptdtica también se puede conectar con la via de MCDA. Beclin 1, regulador
autofagico que promueve la nucleacién, puede ser inhibido por miembros antiapoptéticos de
la familia Bcl-2. Otro regulador de autofagia es una forma de FLIP que inhibe la formacién

del autofagosoma impidiendo la asociacion de Atg3 con LC3 (15,58,59).

Beclin 1 puede llegar a ser escindido por diversos estimulos a traves de las CASPs
apoptoticas y en consecuencia perder su capacidad para promover la autofagia. Al mismo
tiempo su extremo C-terminal migra a las mitocondrias, promoviendo la apoptosis. Por otro
lado, cuando Atg4D es escindida por CASPs esta “adquiere una mayor actividad autofagica”.
p53 también puede inducir el proceso autofagico inhibiendo a TOR para que Beclin 1 pueda
actuar (58,59) (Fig. 6).
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Fig. 6. Vias de comunicacion entre la apoptosis y la autofagia. Durante la apoptosis (via extrinseca o
intrinseca), las CASPs pueden llegar a escindir Beclin 1, complejo proteico con Vps34/15, impidiendo la
induccion de la autofagia. El extremo C-terminal de Beclin 1 escindido migra a la mitocondria promoviendo la
apoptosis. Atg5D al igual que Beclin, una vez escindida por las CASPs inhibe también la autofagia. Por otro
lado, Atg4D, aunque también escindida por las CASPs, promueve la autofagia. p53 puede inhibir la autofagia o
promoverla mediante la inhibicién de TOR a través de la activacion de AMPK. Al mismo tiempo p53 puede
promover la permiavilizacién de la MEM mediante la modulacién de Bcl-2 dando lugar a la apoptosis.
“Crosstalk between apoptosis, necrosis and autophagy” (58).

Con respecto al proceso de NETosis se ha demostrado que la ausencia o inhibicion de RIPK3
0 MLKL redujo la formacién de NETs y que la activacién del inflamasoma puede conducir al
procesamiento de GSDMS en relacion con la CASP11 y dar lugar a un proceso similar a la
NETosis independientemente de PAD4 y otras moléculas del proceso (17).
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5. Cuadro resumen de las caracteristicas morfoldgicas de los tipos de muerte celular

Tipos de muerte | Tumefaccion | Ruptura de | Contraccidn gondansacié_nr de i Ruptura 'I‘qmefacci;jn Organulos Otras ca:ac'tﬁ_risticas
celular celular membrana celular ADN/fragmentacién ADN nuclear mitocondrial morfologicas
Apoptosis . .e . Pérdida de organizacion Cuerpos apoptoticos
Anoikis . ofw . Pérdida de organizacion Cuerpos apoptoticos
Necrosis . . Desintegracién
Necrosis (TPM) . . Permeabilizacion de la MIM
Necroptosis . . . Desmtegt:_tcién; tu:!:nefaccién
mitocondrial
Piroptosis . . e
NETosis . Descondensacidn/-
Metuosis . . Acumulacion de vacuolas

Acumulacién de vacuolas;

Paraptosis mitocondras y RE dilatados
Ferroptosis . Mitocondrias encogidas;
op permeabilizacién MEM
Partanatos . s/ee Permeabilizacion de la MEM
Fis16n v fragmentacién
Mitoptosis mitocondrial; cuerpos
mitoptoticos
Entosis .- Célula - en célula
MCDL . ofw Permeabilizacion lisosomal = Posibles cuerpos apopioticos
MCDA Tumefaccion Vesiculas 111_tmceh%lares;
autofagosomas; autolisosomas
Autosis * (focal) .- efact:lgrellnl;%occndnal ¥ Lisosomas; autofagosomas

Fig. 7. Caracteristicas de los tipos de muerte celular. Tabla de acuerdo con “Multiple cell death modalities and their key features (Review)” (9), “Parthanatos:
mitochondrial-linked mechanisms and therapeutic opportunities ” (39), “Molecular mechanisms of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell
Death 2018~ (5), “Novel mechanism of elimination of malfunctioning mitochondria (mitoptosis): formation of mitoptotic bodies and extrusion of mitochondrial material
from the cell” (42), “Consecutive entosis stages in human substrate-dependent cultured cells” (45) y “Cell death mechanisms in eukaryotes™ (16). Abreviaturas: transicion
de permeabilidad mitocondrial (TPM); reticulo endoplasmatico (RE); membrana interna mitocondrial (MIM); membrana externa mitocondrial (MEM); muerte celular
dependiente de lisosoma (MCDL); muerte celular dependiente de autofagia (MCDA).



6. Conclusiones

La existencia de diferentes vias de muerte celular esta clara y a medida que avanzan las
investigaciones se descubren méas. Cada vez hay mayor evidencia de que estos procesos no
son independientes, estdn sumamente interconectados. La apoptosis puede ser un punto de
partida, puede derivar en diferentes formas de muerte celular como la autofagia o la
piroptosis. Las CASPs aunque caracteristicas de la apoptosis pueden promover también otros
tipos de muerte celular. El estudio en este campo supone avances en la cura de diversas
patologias como, por ejemplo, el cancer, experto en eludir los procesos de MCP. Por otra
parte, parece que, la nomenclatura de los diferentes tipos de muerte celular a pesar de los
esfuerzos del CNMC no esté arraigada entre los investigadores de este campo. AlUn no se
sigue una clasificacion comun, y aunque puede que el descubrimiento de nuevos mecanismos

impida que esta clasificacion sea estatica, no justifica el uso de nomenclatura no aceptada.
Conclusions

The existence of different cell death pathways is clear, and more are being discovered as
research progresses. There is growing evidence that these processes are not independent, they
are highly interconnected. Apoptosis can be a starting point, it can lead to different forms of
cell death such as autophagy or pyroptosis. CASPs, although characteristic of apoptosis, can
also promote other types of cell death. The study in this field will lead to advances in the cure
of various pathologies such as cancer, for example, which is an expert in circumventing PCD
processes. On the other hand, it seems that, despite the efforts of the NCCD, the nomenclature
of the different types of cell death is not well established among researchers in this field. A
common classification is not yet followed, and although the discovery of new mechanisms
may prevent this classification from being static, it does not justify the use of unaccepted

nomenclature.
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