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Resumen

Apoptosis es un término griego que significa “caida de
las hojas viejas de los drboles en otofio”. Esta palabra
describe el proceso por el cual células indeseables, daia-
das o senescentes son eliminadas de los organismos
multicelulares. La muerte celular patolégica en el hi-
gado fue siempre referida como necrosis, pero procesos
[fisiopatoldgicos en este drgano pueden conducir a inju-
ria celular tanto por apoptosis como por necrosis. Apop-
tosis difiere de necrosis porque la primera es controlada
activamente y la membrana celular es mantenida, evi-
tando la extravasacion de material intracelular con la
consecuente respuesta inflamatoria. El proceso de apop-
tosis puede ocurrir por dos mecanismos: el de receptor
de muerte (DR) o extrinseco o por el mecanismo mito-
condrial llamado también intrinseco. Las células hepd-
ticas expresan diferentes receptores de muerte: Fas,
TNF-RI, TRAIL-RI y TRAIL-R2. Las células estela-
res expresan Fas y TRAIL cuando estdn activadas y

transformadas fenotipicamente en miofibroblastos, y
éstas también sufren apoptosis durante la resolucion de
la injuria hepdtica. Los colangiocitos parecen ser célu-
las tipo I (en éstas el mecanismo de apoptosis mitocon-
drial parece ser esencial). Apoptosis mediada por estos
receptores juega un rol importante en una variedad de
procesos bioldgicos tales como el dafio tisular, protec-
cidn contra microorganismos patdgenos, y su papel cen-
tral en la injuria hepdtica y posterior progresion a la fi-
brosis ha sido bien establecido en diferentes enfermeda-
des hepdticas. Un factor importante en apoptosis celu-
lar es que puede ocurrir en ausencia de elevacion séri-
ca de transaminasas hepdticas como ocurre en la necro-
sis celular. Este articulo es una revisidn de este proceso.

Summary
Apoptosis and progression of hepatic fibrosis in
lLiver diseases

Apoptosis is a Greek term that means "the fall of the old

leaves of the autumn trees". This term describes the pro-
cess by which undesirable, damaged or old cells are eli-
minated from the multicellular organisms. Pathologic
cell death in the liver has traditionally been referred to
as necrosis, but pathophysiologic process in the liver can
lead to cell injury and death by apoptosis as well by ne-
crosis. The first differs from the second, because it is ac-
tively controlled and the membrane integrity is main-
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Abreviaturas: DR: Death Receptor (receptor de muerte); TNF-R1 Tumor Necrosis Factor Receptor (Receptor Del Factor de Necrosis Tumoral);
TRAIL: Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand ( Ligando inductor de apoptosis relacionado con el Factor de Necrosis Tumoral);
HCS: Stellate cell (célula estelar); TRAIL-R 1, 2: Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor. Receptor del ligando induc-
tor de apoptosis relacionado con el Factor de Necrosis Tumoral); FasL: Fas Ligand (Ligando de Fas); DNA: Dexociribonucleic acid (Acido desoxirri-
bonucléico); NK: Natural Killer (Células Asesinas); OPP: osteoprotegerine; FADD: Fas associated death domain (Dominio de muerte asociado a Fas);
TRADD: Tumor Necrosis Factor Receptor associated death domain (Receptor del Factor de Necrosis Tumoral Asociado con el Dominio de Muerte);
DISC: Death Inducing Signaling Complex (Complejo de Induccién de la Sefializacién de Muerte); RIP: Receptor Interacting Protein (Receptor de
la Proteina Inter.-actuante); TRAF: Tumor Necrosis Factor- Receptor Associated Factor 2 (Receptor asociado al Factor 2 de Necrosis Tumoral); NF-
kB: Nuclear Factor k Transcripcional Beta (Factor nuclear trascripcional Beta); NIK: Nuclear Factor k Transcripcional Beta Protein Kinase (Proteina
quinase del Factor nuclear trascripcional Beta); IkBa: Fosforilate protein of Nuclear Factor k Transcripcional Beta (Proteina fosforilada del factor nu-
clear transcripcional Beta); TUNEL: Terminal deoxinucleotidyl transferase mediate UTP end labelling (Marcacién de la UTP final mediada por la
transferasa desoxinucleotidil terminal). TGF Beta: Transforming Grow Factor (Factor Transformador de Crecimiento Beta); mRNA: mensager Ribo-
nucleic Acid (mensajero del Acido Ribonucléico); PARP: Poly ADP Ribose Polymerase (Polimerasa de poli Adenosina Difosfato Ribosa).
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rial and inflammatory response. Apoptosis can occur by
two mechanisms: death receptor (DR) or extrinsic me-
chanism and mitochondrial or intrinsic mechanism.
Liver cells express different death receptors: hepatocytes
express Fas, TNF-RI1, TRAIL-RI, TRAIL-R2; Stellate
Cell (HCS) express Fas and TRAIL when is activated
into myofibroblast-like phenotype and undergo apopro-
sis during resolution of liver injury in vivo. Cholan-
giocytes seem to be type 11 cells (in which the mitochon-
drial mechanism to apoprotic is essential) regarding sig-
naling of Fas endothelial cells from rat livers express
Fas, and their activation may lead to apoptosis of en-
dothelial cells from hepatic sinusoids. Apoptosis media-
ted by these receptors have a major role in a variety of
biological processes as tissue injury, protection against
pathogenic microorganisms, and the role on hepatic in-
Jury and posterior progression to fibrosis has been well
established in different hepatic diseases. Apoptosis may
occur in the absence of significant transaminase eleva-
tions as happen in cellular necrosis. This paper is a re-
view of this process.

Index (Key words): Apoptosis; Liver fibrosis and di-

sease.

Apoptosis y enfermedades del higado

En los dltimos afios se estd discutiendo la impor-
tancia del proceso de apoptosis en varios tejidos y su
rol en la patogénesis de diferentes enfermedades.
Apoptosis es una palabra que deriva del griego y cu-
yo término significa “la caida de hojas viejas de los
drboles en oto7io”. Este término describe el proceso
por el cual células dafiadas o senescentes son elimi-
nadas de los organismos multicelulares. En el higa-
do este fenémeno fue descrito por Kerr en 1970 du-
rante un estudio en el cual relaté la atrofia del 6rga-
no después de la ligadura de la vena porta seguido
por un proceso de condensacién y fragmentacién
celular, asi como de separacién de las células, veci-
nas.'

A través del proceso de apoptosis las células se en-
cogen y se separan de las demds. Hay una invagina-
cién del citoplasma que se transforma en una ampo-
lla y fagocita las organelas intactas. Al mismo tiem-
po, el nicleo es fragmentado. La célula desintegrada
y sus membranas reciben el nombre de cuerpos
apoptésicos que son fagocitados por las células veci-
nas o por fagocitos tales como la célula de Kupffer

en el higado.
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El proceso de apoptosis se encuentra activamente
controlado, en ¢l es mantenida la integridad de las
membranas evitando la extravasacién del material
intracelular y la consecuente respuesta inflamatoria.
Estas caracteristicas lo diferencian del proceso de ne-
crosis celular.?

Fisiopatogenia de la apoptosis

El proceso de apoptosis puede ocurrir por dos me-
canismos: 1- receptor de muerte o extrinseco y 2-
mitocondrial o intrinseco. El primer mecanismo in-
volucra la unién u oligomerizacién de los receptores
de muerte en la superficie celular que disparan el
proceso de apoptosis. Las células hepdticas proba-
blemente expresan estos receptores como mecanis-
mo para erradicar virus hepatotréficos. Los inmu-
nocitos utilizan apoptosis para erradicar las células
infectadas. Estos receptores en la superficie celular
pertenecen a una superfamilia de una citoquina lla-
mada Factor de Necrosis Tumoral. Estos receptores
se encuentran expresados en muchos tejidos y célu-
las, incluyendo, como ya fue relatado, el higado. Ul-
timamente fue demostrado que la apoptosis media-
da por estos receptores tiene un rol importante en
una variedad de procesos biolégicos como injuria de
tejidos, homeostasis inmunoldgica y proteccién
contra microorganismos patégenos.’

En contraste, el mecanismo mitocondrial es dis-
parado por diferentes respuestas al estrés intracelu-
lar: lesién en el DNA, cambios en las concentracio-
nes de calcio intracelular y estrés endoplasmdtico.’
La disfuncién mitocondrial juega un papel critico
en la expansién del proceso de apoptosis, integran-
do el inicio de la muerte celular por receptor (DR)
y el de la senal de estrés en una via final comdn a
ambos mecanismos. La liberacién mitocondrial del
citocromo C es un evento constante en la apoptosis
y desencadena la cascada de muerte celular depen-
diente de las enzimas caspasas, culminando en la
fragmentacién celular.*’

Receptores de muerte celulares

Fueron identificados 6 tipos de receptores celulares:
1- Receptor de FAS o CD 95: es una proteina de

la superficie celular con un peso molecular de 42-52

kDA. Este promueve apoptosis después de unirse a

un ligando inactivado (FasL), una proteina de trans-

membrana con una estructura homotrimérica, la
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cual es expresada en la superficie de células T y en
Células Asesinas (NK), actuando como un efector
de las células citotdxicas para remover células cance-
rosas o infectadas con virus. El funcionamiento de-
fectuoso del sistema Fas lleva a hiperplasia de los 6r-
ganos linféticos y del higado, acelerando enfermeda-
des autoinmunes y génesis tumoral, mientras que la
exacerbacién de este sistema conduce a destruccién
tisular masiva. Fue demostrado que el sistema Fas
estd involucrado en el recambio de los hepatocitos
senescentes.’

2- Receptores 1 y 2 del Factor de Necrosis Tumo-
ral. (TNF-R1 y TNF R2): Factor de Necrosis Tumo-
ral-alfa (TNF-alfa) es una citokina pleomorfica ex-
presada como una proteina de transmenbrana tipo 11
con una estructura homotrimérica. Estd presente
principalmente en macréfagos, incluyendo células de
Kupffer, mondcitos y células T, actda en respuesta a
infecciones y en condiciones de inflamacién tisular.
Se encuentra también en células B, fibroblastos y he-
patocitos. Se liga a dos receptores diferentes: TNE-
R1 y TNE-R2, pero solo el primero tiene un domi-
nio de muerte intracelular, siendo el tinico mediador
de la sefializacién de apoptosis de esta citokina.®

3. Receptor 1 ligando inductor de TNF (TRAIL-
R1), también referido como receptor de muerte 4
(DR) 4. Receptor 2 ligando inductor de TNF
(TRAIL-R2) también llamado receptor de la muer-
te 5 (DR5). TRAIL o/APO-2 es otra proteina trans-
membrana tipo II que puede convertirse en una for-
ma soluble cuando es clivada. Esta es capaz de unir-
se a 5 diferentes receptores: TRAIL-R1, TRAIL-R2,
TRAIL-R3 también llamado (TRID), TRAIL-R4 y
el receptor soluble de osteoprotegerina (OPG). De
todos estos solamente TRAIL-R1 y TRAIL-R2 con-
tienen un dominio de muerte endoplasmdtico que
transmite la sefial de apoptosis.?

5. Receptor: DR3 conocido como Apo3 o
TRAMP y 6. Receptor: 6 (DRO).

Entre los mencionados, solo Fas, TNF-RI,
TRAIL-R1 y R2 son los que participan del mecanis-
mo de apoptosis en el higado. La porcién endoplas-
matica de estos polipéptidos contiene una secuencia
de entre 60 y 80 aminodcidos referida como domi-
nio de muerte que se liga a proteinas especificas
adaptadoras que transmiten un cédigo para conec-
tarse y activar a caspasa, una proteasa que inicia la

cascada de apoptosis.®”*

Seializacion de apoptosis por los receptores de
muerte

Cuando el ligante de Fas (Fas/L) se liga a Fas y
TNF se une al receptor TNF-R1, las moléculas indi-
viduales se trimerizan y agrupan, conduciendo a la
unién de los dominios de muerte. Este re-agrupa-
miento permite al dominio de Fas unirse al adapta-
dor presente en el citoplasma originando la nueva
forma de Fas asociado al dominio de la muerte
(FADD), asi como el receptor de TNF asociado al
dominio de muerte (TRADD), el cual se liga a
FADD. Después se une a un cimdgeno endoplasm4-
tico conocido como pro-caspasa 8 transformada en
caspasa 8 a través de una divisién proteolitica.! Esta
es una enzima sintetizada como una pro-enzima
inactiva que cuando es procesada proteoliticamente
constituye un complejo activo muy importante ini-
ciador y amplificador de la sefializacién intracelular
de apoptosis. Fue demostrado que caspasa tiene un
rol destacado en varias enfermedades hepdticas.*”*

El complejo (FADD) mds la caspasa 8 estd indica-
do como el complejo de induccién de la sehaliza-
cién de muerte, death inducing signaling complex,
(DISC)."* Fue demostrado que el bloqueo del mis-
mo puede conducir a inhibicién de apoptosis.®

Cuando TNF-R1 se une al TNE éste se trimeriza
permitiendo la formacién de TRADD, el cual se
asocia al dominio de muerte y sirve como platafor-
ma para unir varias moléculas incluyendo: FADD,
TNEF-R (TRAF-2) y al receptor inter-actuante pro-
teico (RIP). La unién de RIP y TRAF promueve la
trascripcién de factores que conducen a la activa-
cién de genes que se oponen a la apoptosis. El me-
canismo es el siguiente: cuando RIP y TRAF se
unen a los receptores de muerte, se activa una pro-
teina-quinasa del Factor Nuclear Trascripcional NF-
KB (NIK) el cual activa el complejo catalitico IKB
kinase (IKK) conduciendo a la fosforilacién de la
proteina del factor NF-KB, conocida como IKBa
que inhibe a este factor. Indudablemente, la inhibi-
cién de NF-KB sensibiliza a las células para apopto-
sis inducidas por TNF-alfa.’ Este factor nuclear tras-
cripcional, NF-KB, es requerido para la activacién
del linfocito, proliferacién y expresién de varias ci-
tokinas. Este es rdpidamente activado por un amplio
espectro de patgenos virales y microbianos, siendo
su papel principal mantener la perpetuacién del ci-
clo celular e inhibir la apoptosis.
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Proteinas reguladoras de apoptosis

Existe una familia de diversas proteinas que ac-
tian regulando el proceso de apoptosis en seres hu-
manos. El prototipo de ésta es Bcl-2, 15. Miembros
de esta familia fueron identificados, actuando algu-
nos como anti-apoptosis; Bcl-2, Bel-Xl y otros pro-
moviendo este proceso: Bax, Bad y Bid. La propor-
cién entre estos dos grupos determina la susceptibi-
lidad para muerte celular o para supervivencia, co-
mo ocurre con la sobre-expresién de las proteinas
anti-apoptdsicas en ciertos tumores.>

Existen otras familia de proteinas inhibidoras de
apoptosis llamadas IAPs, éstas regulan la via citocro-
mo-caspasa. Existen 3 tipos en humanos: XIAP, c-
IAP 1 y c-IAP 2 que se unirfan a caspasa 9 previ-
niendo su activacién.’

Apoptosis en diversas células hepaticas

Estas células expresan Fas, TNF-R1, TRAIL-R1,
TRAIL-R2. El papel de Fas y TNF-R1 en apoptosis
fue bien establecido en un estudio en el que se
demostré hepatotoxicidad cuando se utilizaron
anticuerpos anti Fas o anti TNF-alfa in vitro y in
vivo.” A diferencia de estos dos dltimos menciona-
dos, el potencial hepatotéxico de TRAIL es polémi-
co. Parece que jugaria un rol menos significante en
la sefalizacién de apoptosis, pero su expresién

podria inducir dafio del DNA.>*

Apoptosis en células estelares

La célula estelar o de Ito pertenece al tipo de célu-
la del mesénquima que reside entre las sinusoides
hepéticas, y tiene un papel central en inflamacién y

Figura 1. Esquema de la sefializacion de apoptosis por el mecanismo de receptores de muerte celular y por el me-

canismo mitocondrial,(adaptado de Schoemaker 2004).
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fibrosis hepdtica. Estas células pueden migrar en res-
puesta a la liberacién de citokinas por monocitos y
segregar una serie de citokinas y quimokinas que
podrian participar en la activacién de células de la
serie blanca, amplificando la respuesta inflamatoria.
Estas células se encuentran habitualmente inactiva-
das y participan del metabolismo de la vitamina A.
Sin embargo, ante diferentes estimulos, éstas son
activadas y al hacerlo cambian su patrén de expre-
sién genotipica y fenotipica. Estos cambios en la
funcién celular son andlogos a los de la célula T y
dendriticas. Probablemente la susceptibilidad para
apoptosis mediada por los receptores de la muerte
(DR) cambia de acuerdo a su estado inactivo o acti-
vo. Fue demostrado que el cultivo de estas células
resiste a la apoptosis mediada por Fas cuando estin
inactivas, sin embargo, cuando son activadas por
diferentes estimulos, se transforman susceptibles a

apoptosis por TRAIL.>"

Apoptosis en colangiocitos

Estos parecen ser del tipo de células tipo II en las
cuales el mecanismo de apoptosis esencial es el
mitocondrial, similar a la sehalizacién por Fas. Un
estudio utilizando agonistas anti Fas demostré
apoptosis en estas células.’

Apoptosis en células de Kupffer

La apoptosis mediada por receptores de muerte
estd ain siendo estudiada en estas células. Estas
actuarfan como reguladoras del proceso de apopto-
sis en otras células méds que sufriendo este proceso.’

Apoptosis en células endoteliales

Las células endoteliales de higado de ratones
expresan Fas y su activacién puede conducir a apop-
tosis de células endoteliales murinas desde las sinu-
soides hepdticas. Aunque estas células son més resis-
tentes a la regulacién de Fas que los hepatocitos, el
tratamiento con TNF induce una fuerte regulacién
del mismo e incrementa la susceptibilidad pro-

apoptosis de esta citosina.>'?

Apoptosis en diversas enfermedades hepati-
cas. Enfermedad hepatica por alcohol

El papel del alcohol en la progresién de diferentes
enfermedades hepdticas fue demostrado en varios
trabajos. Apoptosis es una lesién comtn en la enfer-

medad alcohdlica del higado y los hepatocitos que
contienen corpusculos de Mallory podrian ser eli-
minados por este mecanismo.” Los estimulos para
induccién de apoptosis mediado por alcohol son
probablemente multifactoriales, incluyendo estrés
oxidativo, aumento de la peroxidacién lipidica y
sensibilizacién para receptores de muerte celular
como TNF y Fas. Fue relatado que el alcohol podria
sensibilizar a los hepatocitos para apoptosis mediada
por el TNF-alfa, disminuyendo la hormona estimu-
lante de glutationa (GHS)."

Apoptosis podria ser el mecanismo por el cual el
higado intenta remover células infectadas. Fue
demostrado también una exacerbacién de este pro-
ceso cuando existe virus asociado al alcohol."

En la enfermedad alcohdlica hepdtica fue demos-
trado que la expresién de FasL en los hepatocitos
podria inducir apoptosis en los hepatocitos vecinos
que expresan Fas. Este mecanismo fue llamado ‘fra-
ticidio”?

Enfermedad colestasica del higado

En la colestasis, cuando existe un deterioro de la
secrecién biliar, los 4cidos biliares téxicos inducen
apoptosis e injuria hepatocelular via Fas y también
independientemente de éste a través de la senaliza-

cién por los receptores TRAIL1/TRAIL2 .3

Enfermedad de Wilson

Células apoptésicas son comtiinmente encontradas
en esta enfermedad. La sefial puede ser activada por
estrés oxidativo generado por sobrecarga de cobre en
el hepatocito. Esto tltimo, induciria a expresién de
Fas y FasL, promoviendo fratricidio de la células
vecinas como fue relatado con la enfermedad alco-
hélica.>™

Regeneracion hepatica

El higado tiene la peculiaridad como tejido en
contar con mecanismos propios para regenerarse en
respuesta a una amplia gama de estimulos, inclu-
yendo agentes toxicos, hepatectomia parcial y otros
mitégenos. El proceso de apoptosis, el cual es regu-
lado por genes e inducido rdpidamente después de
hepactectomia, cumple un importante rol en la pro-
liferacién celular y restauracién hepdtica. Los cam-
bios de trascripcién y traslacién de proteinas endo-
plasmiticas anti y pro-apoptdticas de la familia Bcl-
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2/ Bax fueron identificados durante la regeneracién
hepética.? Esta depende del TNF-alfa. Una interfe-
rencia inducida por TNF-alfa en la activacién del
factor trascripcional NF-KB dificulta la regenera-
cién y promueve apoptosis. Esta regeneracién que se
continua por la sintesis de DNA es un estimulo para
apoptosis controlada por agentes regulatorios de

sobrevivencia.>*

Apoptosis y fibrosis hepatica

Siendo la apoptosis el primer paso de lesién hepé-
tica y la fibrosis la respuesta final de las células este-
lares a este proceso, es atractivo especular una rela-
cién directa entre los dos procesos. Fibrosis es uno
de los mejores pardmetros para evaluar correcta-
mente la progresién de enfermedad hepdtica porque
se correlaciona con la evolucién hacia cirrosis. El
proceso de apoptosis finaliza con la formacién de
cuerpos apoptéticos, los cuales son limpiados desde
los tejidos por fagocitosis. Este iltimo mecanismo es
necesario para proteger al tejido del dafio causado
por la liberacién de material pro-inflamatorio de
estos cuerpos. El macréfago que fagocita los cuerpos
apoptoticos iz vitro inhibe la produccién de cito-
quinas pro-inflamatorias liberadas por éstos, siendo
la méds estudiada el Factor Transformador de
Crecimiento Beta (TGF B)." Las células epiteliales
y también los fibroblastos pueden participar en este
proceso. Las células estelares se encuentran ubicadas
cerca de los hepatocitos en una localizacién estraté-
gica para fagocitar los cuerpos apoptésicos genera-
dos por los hepatocitos muertos. Si la produccién de
TGF-alfa estd aumentada en las células estelares,
una respuesta pro-fibrogénica es generada en el
higado. Ensayos clinicos demostraron que la célula
estelar engloba los cuerpos apoptdticos y que la
incubacién con los mismos estimulard la expresién
de TGF-alfa y mRNA de coldgeno Ia, que es el
mayor constituyente de la cicatriz fibrosa.* Estas
observaciones sugieren fuertemente que el proceso
de fagocitosis de los cuerpos apoptéticos por esta
célula puede ser un mecanismo potencial para corre-
lacionar lesién hepdtica con fibrosis. Como ya fue
mencionado, después de ocurrir dafio hepdtico, la
célula estelar sufre modificaciones fenotipicas y
morfolbgicas resultando en su activacién y deposi-
cién de matriz coldgena: después de esta activacidn,
sufre apoptosis.” Una ligacién directa entre acumu-
lacién de mediadores inflamatorios y apoptosis fue

relatado. Primero, el proceso de muerte celular no
controlado en condiciones patolégicas puede alterar
la integridad del hepatocito y cuando la magnitud de
este proceso sobrepasa la capacidad el higado de cla-
rear estos restos celulares, los cuerpos apoptéticos
sufren disrupcién espontdnea derramando su conte-
nido inflamatorio, lesionando los tejidos. Fue
demostrado que la apoptosis del hepatocito es un
estimulo importante para la extravasacion de neutrd-
filos via receptores de muerte. Finalmente, la fagoci-
tosis de los neutréfilos muertos por los macréfagos y
por las células de Kupffer puede inducir expresién de
ligandos de los receptores de muerte, especialmente
de Fas, acelerando la apoptosis celular.*

Estudio de apoptosis en el tejido hepatico
Existen una variedad de técnicas para identificar
apoptosis en tejidos 77 vitro. Los métodos de identi-
ficar hepatocitos apoptéticos son limitados ya que
éstos son rdpidamente fagocitados por los macréfa-
gos adyacentes. El método mds simple consiste en el
cuenteo manual de estos cuerpos apoptéticos tefi-
dos con Hematoxilina y Eosina. En un estudio uti-
lizando este método fueron identificados dos tipos
de estos cuerpos en el higado: cuerpos acidéfilos
esféricos localizados fuera de los hepatocitos adya-
de

Councilman y cuerpos acidéfilos con forma estrella-

centes llamados habitualmente Cuerpos
da aguda, los cuales estaban retraidos todavia unidos
a los hepatocitos. El nucleo de estos cuerpos apop-
téticos puede encontrarse picnético, fragmentado o

ausente.'>!¢

Técnica del tanel

Existe una técnica llamada TUNEL, la cual
demuestra la divisién del DNA iz situ. Durante
apoptosis, la fragmentacién del DNA conduce a un
aumento de ndmeros de los 3 hidroxilos libres fina-
les del mismo. El acto de transferencia del desoxi-
nucleétido mediante la desoxiuridina trifosfato
(dUTP), es llamada técnica del TUNEL. Esta tiene
el inconveniente de confundir necrosis con apopto-
sis de acuerdo a la técnica utilizada para marcar las
células apoptdticas. El nimero de células marcadas
depende de las condiciones experimentales utiliza-
das, por lo que es necesario utilizar técnicas morfo-
légicas de identificacién nuclear especificas para el
éxito de esta técnica. Utilizando tincién con DAPI
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que liga fluoresceina al ndcleo, los cambios en el
mismo, como condensacién y marginacién de la
cromatina que ocurren durante apoptosis pueden
ser identificados por microscopia fluorescente,
detectando este proceso en células aisladas y tejidos.
Basado en este mismo concepto puede también ser
medido por citometria de flujo usando 4cido nuclei-
co ligado a un marcador fluorescente. Existen una
variedad de marcas comerciales ya listas para medir
apoptosis. Para material de biopsia hepdtica fijada
en formol el mejor método es Apoptag in situ (kit de
deteccién de apoptosis), el cual detecta fragmenta-
cién del DNA a través de la técnica del TUNEL
(asociando DNA fragmentado con morfologia defi-
nitiva de apoptosis).?

Técnica de la anexina V

Es otra técnica utilizada para detectar apoptosis.
La fosfatidilserina, una enzima presente en la parte
externa de la membrana plasmdtica en el momento
inicial de apoptosis puede ser identificada por este
método, y tiene la desventaja de ser una técnica no
cuantitativa.’

Técnica de caspasa

Caspasa es una familia de enzimas que comienzan
la sefial de apoptosis. Estas son secretadas como
cimégenos de caspasa 8 y 3, siendo activadas en
secuencia como 8 y 9, siendo éstas las que disparan
la activacién de la caspasa efectora 3, 6 y 7. Esta
activacién lleva a la unién de las mismas a un subs-
trato llamado PARP (polimerasa de poli Adenosina
Difosfato ribosa). Métodos de inmuno-histoquimi-
ca permiten el estudio de las diferentes caspasas,
principalmente la 3, identificando células apoptéti-
cas en el estadio més temprano de este proceso. Esta
técnica estd siendo muy utilizada en estudios de
hepatitis C en los cuales se correlaciona apoptosis

con infiltrado inflamatorio.”'7*
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