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Histéricamente, la apoptosis y la necrosis han sido consideradas como las dos formas fundamentales de muerte celular.
Sin embargo, evidencias recientes sugieren que la muerte celular programada no esta confinada sélo a la apoptosis sino
que las células disponen de distintos mecanismos de autodestruccién, entre los que se cuenta la autofagia. Esta Ultima
se define como un proceso dinamico y programado que procede con el secuestro de proteinas citoplasmaticas y organelos
enteros dentro de vacuolas de doble membrana, que se contactan y se fusionan con los lisosomas, formando los
autolisosomas. Los elementos capturados en las vacuolas son degradados por proteasas lisosomales y removidos de la
célula por exocitosis. La autofagia se describid inicialmente como un proceso fisiolégico clave para la sobrevida celular
en respuesta al estrés derivado de la privacién de nutrientes. Ademas, la autofagia también se ha observado en algunas
patologias cardiovasculares, especialmente aquellas asociadas a procesos de isquemia/reperfusion. En esta revision se
sintetiza el conocimiento actual de la autofagia, sus implicancias y proyecciones en el area cardiovascular.

Cardiomyocyte autophagy: A new adaptative mechanism to stress or new form of cell death?

Historically, apoptosis and necrosis have been considered the two unique and fundamental types of cell death. However,
recent evidence suggests that the programmed cell death is not only confined to apoptosis because other cell autodestruction
mechanisms also exist such as autophagy. This new cellular process is a dynamic and programmed mechanism that
involves sequestering of both cytoplasmatic proteins and organelles within double membrane vacuoles, which are contacted
and fused with lysosomes, forming the autolysosomes. The captured elements are degraded by lysosomal proteases and
removed from the cell by exocytosis. Autophagy was initially described as a critical physiological event for cell surviving
to stress derived from nutrient deprivation. Autophagy has also been observed in some cardiovascular pathologies, specially
those linked to ischemia/reperfusion. We review here the actual knowledge on autophagy, its implications and future
relevance for the cardiovascular area.
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Introduccién

EI corazon es una bomba mecéanica compuesta
por diversos tipos celulares. Los cardiomiocitos y los
fibroblastos dan cuenta del 33 y 66% del total de las células
cardiacas, respectivamente. Los cardiomiocitos,
protagonistas centrales en el proceso de contraccion
cardiaca, son células terminalmente diferenciadas que
dejan de dividirse poco después del nacimiento, y por lo
tanto, los individuos adultos poseen un niimero definido y
limitado de ellos y cualquier evento que comprometa su
sobrevida, afectara la funcién miocardica. Esta natural
restriccion evolutiva convierte al tejido cardiaco en un
6rgano particularmente vulnerable a eventos isquémicos,
toxicos e inflamatorios®.

La apoptosis de células cardiacas ha sido descrita
como uno de los principales mecanismos de muerte celular
en respuesta a hipoxia, estrés osmoético o mecanico,
citoquinas, doxorrubicina y angiotensina II°. Sin embargo,
nuevas evidencias han mostrado la presencia de distintas
formas de muerte en el corazén®.

Historicamente, la apoptosis y la necrosis han sido
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consideradas como las dos formas fundamentales de
muerte celular. El término necrosis se ha usado por mas
de 200 afios para definir los drasticos cambios en tejidos,
visibles a simple vista. La necrosis es un proceso de muerte
no controlado genéticamente, caracterizado por deplecién
de los niveles intracelulares de ATP, aumento del volumen
celular y pérdida de la integridad de la membrana plasmatica,
produciendo la liberacién de los componentes celulares y
desarrollo de inflamacién (figura 1)*°. La apoptosis o
muerte celular programada tipo I, en cambio, es un proceso
dependiente de energia y por el cual las células mueren
a través de un proceso secuencial, ordenado y finamente
regulado. Este tipo de muerte se caracteriza
morfolégicamente por compactacion de la cromatina,
condensacion del citoplasma y disminucion del volumen
celular, seguido de una fragmentacion del nicleo y la célula,
junto a una rapida fagocitosis de los cuerpos apoptoticos
por células del sistema inmune o vecinas, en ausencia de
inflamacién (figura 1)°. En la apoptosis, la fragmentacion
del DNA depende de la activacion y sintesis de novo de
endonucleasas’, resultando en el corte del DNA denominado
intranucleosomal y la aparicion de fragmentos de doble
hebra, multiplos de 180 a 200 pb®.
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Figura 1. Diferencias morfoldgicas y bioquimicas entre apoptosis y necrosis. Las células normales pueden morir
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por necrosis y apoptosis. El proceso necroético implica basicamente un aumento del volumen celular, deplecion
de ATP y aumentos en los niveles intracelulares de Ca?* y Na*. La membrana celular se rompe, provocando
el vaciamiento del contenido citoplasmatico al espacio extracelular y posterior desarrollo de un proceso inflamatorio
en el sitio de la necrosis. En cambio, el proceso apoptoético se caracteriza por una disminucion del volumen
celular, fragmentacion del DNA y formacion de cuerpos apoptoticos, manteniendo la estructura de la membrana
plasmatica intacta. Este proceso es programado genéticamente y requiere de energia en la forma de ATP. Los
restos celulares son fagocitados por macréfagos o células vecinas, sin originar inflamacion. La autofagia se
menciona como un probable proceso de sobrevida o una forma alternativa de muerte celular programada.
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Estudios recientes sugieren que la muerte celular
programada no esté confinada sélo a la apoptosis, sino
que las células utilizan diferentes mecanismos para activar
su autodestruccion. Un nuevo ejemplo de ello es la muerte
celular programada tipo Il o autofagia®*®.

Autofagia

La autofagia se describi6 inicialmente como un proceso
fisiologico clave para la sobrevida celular en respuesta a
la privacion de nutrientes, diferenciacion celular y desarrollo.
Ademas cumple un importante papel tanto en el recambio
de macromoléculas y organelos, como en diversas
patologias neurodegenerativas (Sindrome de Parkinson y
Enfermedad de Alzheimer)***2. La autofagia se define
como un proceso dinamico y programado que procede con
el secuestro de proteinas citoplasmaticas y organelos
enteros dentro de vacuolas de doble membrana, que se
contactan y posteriormente se fusionan con los lisosomas,
formando los autolisosomas. Todos estos elementos
capturados en las vacuolas son degradados por proteasas
lisosomales y removidos de la célula por exocitosis™**.

La autofagia participa en la degradacion de proteinas
normales en respuesta a la privacion de nutrientes, en el
remodelado celular, diferenciacion, metamorfosis,
envejecimiento y transformacion celular*. También se le
ha implicado en el crecimiento del Gtero durante la gestacion
y su atrofia después del parto; en la remocién de
componentes celulares anormales acumulados durante la
toxicidad celular y recientemente, con el ayuno que
experimenta el recién nacido en sus primeras horas de
vida®®. La inhibicién de la autofagia se correlaciona ademas
con una disminucion en la degradacion de proteinas y el
crecimiento celular neto®®.

La autofagia se clasifica en: Microautofagia,
macroautofagia y autofagia mediada por chaperonas®’. La
microautofagia involucra la captacion de citoplasma o de
organelos enteros directamente por la membrana lisosomal.
Este mecanismo ocurre por invaginacion y cumple una
funcion importante en la degradacion de los peroxisomas
y renovacion de la cromatina nuclear'®'®. La autofagia
mediada por chaperonas difiere de las otras dos formas
mencionadas anteriormente en que no hay participacion
de trafico de vesiculas. Las proteinas sustratos de esta via
presentan un motivo peptidico KFERQ que es reconocido
por proteinas chaperonas, para luego ser transportadas a
los lisosomas, molécula por molécula. La proteina sustrato
y las chaperonas se unen a la membrana lisosomal a través
del receptor LAMP2a. Luego la proteina sustrato se
despliega y es empujada hacia el lumen del lisosoma para
su degradacién®. Por (ltimo, la macroautofagia es una via
para la degradacion de proteinas de vida media larga y se
induce bajo condiciones de privacion de nutrientes y estrés
celular. La macroautofagia es un proceso de multiples

pasos que comienza con el secuestro de material
citoplasméatico para formar el autofagosoma, estas
estructuras son usualmente delimitadas por una doble
membrana. Luego el autofagosoma se fusiona con los
endosomas, formando una estructura hibrida que se acidifica
por la adquisicion de una bomba de protones, llamada el
autofagosoma intermediario, el cual contiene ademas una
membrana Unica. La estructura final formada por la fusion
del autofagosoma intermediario con el lisosoma, se
denomina autolisosoma. El contenido vacuolar se digiere
y recicla para proveer a la célula de aminoéacidos y
energia'*?'. Estudios de microscopia electrénica muestran
a los autofagosomas rodeados por dos tipos distintos de
bicapas lipidicas: Las membranas externa e interna que
rodean un material que es equivalente en densidad
electrénica al citoplasma, mientras que el lumen entre estas
dos bicapas es transparente en la microscopia electrénica.
Los autofagosomas son estructuras grandes con diametros
de 500-1500 nm en células mamiferas; contienen una serie
de proteinas marcadoras provenientes del reticulo
endoplasmico (RE), endosomas y lisosomas, lo que hace
muy dificil determinar el origen de las membranas del
autofagosoma. Sin embargo, la observacion de la
ultraestructura, asi como el reconocimiento de RE mediante
antisuero contra proteinas del RE rugoso, han postulado
a este ultimo como la principal fuente de estas
membranas®®#?,

Las proteinas, asi como los genes APG (autophagy) y
AUT (autophagocytosis) involucrados en la macroautofagia,
se han caracterizado inicialmente en levaduras®*®. La
nomenclatura para los genes APG y AUT relacionados a
autofagia se han unificado bajo la sigla ATG?. La formacién
del autofagosoma depende principalmente de dos sistemas
de conjugacion que se asemejan al de ubiquitinacion de
proteinas. Uno de ellos es el complejo Atg12-Atg5. En un
primer paso, el extremo carboxilo terminal del residuo de
glicina del Atgl2 se activa por accion de Atg7.
Posteriormente, Atg12 se transfiere a Atg10 para formar el
complejo Atgl2-Atgl0. Finalmente, Atgl2 se une
covalentemente a Atg5. Luego, este complejo (Atg12-Atg5)
se une en forma no covalente a Atg162’. En el proceso de
elongacion de la nueva vesicula, la distribucion de este
complejo es asimétrica, asociandose principalmente a la
membrana externa. Finalmente este complejo se disocia
de la membrana al completarse la formaciéon del
autofagosoma (figura 2). El otro sistema involucra a la
proteina LC3 o Atg8, la cual experimenta modificaciones
post-traduccionales antes de unirse a la membrana.
Inmediatamente después de su sintesis, 22 aminoacidos
en rata o 5 aminoacidos en el humano, se remueven de
su extremo carboxilo terminal. Este procesamiento es
catalizado por Atg4. La forma resultante se denomina
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LC3-I que reside principalmente en el citosol. Luego de la
activacion por Atg7, LC3-1 se une a Atg3 que transfiere
fosfoetanolamina. El producto final llamado LC3-1l se asocia
a la membrana naciente de la vesicula y permanece unido
ala membrana después de haberse completado la formacion

'

Induccion de
Autofagia

del autofagosoma (figura 2). Debido a que la cantidad de
LC3-II se correlaciona con el nimero de autofagosomas,
se ha constituido como un marcador bioquimico confiable

para predecir la actividad autofagica en células animales®®
31
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Figura 2. Etapas del proceso de formacion del autofagosoma. Diferentes estimulos como eventos de isquemia-
reperfusion, privacion de nutrientes, ceramidas y estrés osmético inducen la autofagia. La etapa de nucleacion
o formacion de la estructura membranosa pre-autofagosomal requiere el concurso de las proteinas Beclin-1
(Atg 6) y PI3-K clase lIl. El progresivo desarrollo de esta estructura ocurre conjuntamente con la captura tanto
elementos del citoplasma como organelos subcelulares (mitocondria, reticulo endoplasmico, etc). Con la
participacion de distintas proteinas de la familia Atg se forma el autofagosoma, estructura esférica de doble
membrana, que se fusiona con el endosoma y, posteriormente, con el lisosoma para dar origen al autolisosoma.

LC3 es un marcador especifico del autofagosoma.

Regulacién de la autofagia

Diferentes condiciones de estrés pueden activar la
autofagia y diferentes vias transduccionales estan
involucradas en su regulacion (figura 3). Las fosfatidilinositol
3-kinasas (P13-K) constituyen una familia de enzimas que
catalizan la fosforilacion del grupo hidroxilo en la posicion
3’ del anillo inositol de los fosfoinositidos [PI, PI(4)P y
PI(4,5)P2]. En mamiferos, las PI3-Ks se dividen en 3 clases.
La de tipo | utiliza como sustratos a Pl, PI(4)P y PI(4,5)P2;
la de clase Il fosforila a Pl'y a PI(4)P; mientras que la de
clase Ill tiene como sustrato sélo al PI*2. Las PI3-K son
importantes en la via autofagica en mamiferos. Mientras
la PI3-K de clase Il se requiere en los estadios tempranos
de la generacion del autofagosoma, la PI13-K de clase |
tiene un efecto inhibidor dependiente de la proteina kinasa
mTOR (mammalian target of rapamycin)®? . La inhibicion
de la PI3-K de clase lll por wortmanina, 3-metiladenina (3-
MA) o LY294002 previene la formacion de los precursores
de autofagia. En células animales mediante estudios de
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coprecipitacion y entrecruzamiento se ha descrito que PI3-
K clase Ill esta asociada con Beclin-1 (Bcl-1)*3. Este
complejo a través de la generacion de PIP3 es vital para
el reclutamiento de proteinas que participan en la autofagia.
Bcl-1 o Atg6 es un importante regulador de la autofagia y
esencial para la sobrevida bajo condiciones nutricionales
adversas. La expresion de Bcl-1 correlaciona directamente
con la formacién del autofagosoma y sus niveles estan
disminuidos en el cancer de ovario y mama®***. Bcl-1
también interacttia con PI3-K clase Il y se une a proteinas
antiapoptéticas de la familia Bcl-2342¢.

Los aminoacidos, factores de crecimiento y el ATP son
reguladores negativos de la autofagia, siendo esta inhibicion
mediada por mTOR, una proteina kinasa que sensa los
niveles intracelulares de energia®. La funcion de Tor esta
conservada a lo largo de la evolucién y su inhibicién por
el inmunosupresor rapamicina remeda varias de las
caracteristicas fenotipicas de células privadas de
nutrientes®®.
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Figura 3. Vias de regulacién de la autofagia en células eucariontes. En células de mamiferos, la proteina kinasa PI13-

K clase | se activa en respuesta a la union del ligando (ejemplo insulina o factores de crecimiento) a su receptor.
PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3 generados en la membrana plasmatica activan a PDK1 y la proteina kinasa B (PKB),
mientras que la proteina fosfatasa PTEN antagoniza esta via. PKB inhibe la actividad GTP-asa del complejo
proteico TSC1/TSC2, estabilizando a Rheb-GTP, proteina estimula a mTor, concluyendo todo en inhibicién de
la autofagia. Tanto mTor como PDK1 estimulan a la proteina kinasa p70S6. En abundancia de nutrientes, la
actividad de p70S6K inhibe la actividad de PI3-K, resultando en bajos niveles de autofagia, suficientes para
mantener la homeostasis. Bajo condiciones de limitacion de nutrientes, p70S6K se inactiva y se estimula la
activacion de PI3-K clase | para prevenir una excesiva autofagia. En cambio, la proteina PI3-K clase Ill es un
estimulador de la autofagia a través de su accion sobre beclin-1 (bcl-1).

Autofagia: Muerte celular programada tipo |
La muerte celular por autofagia es principalmente una
definicion morfolégica, es decir, muerte asociada a la
presencia de autofagosomas y/o autolisosomas. Aln no
hay evidencia concluyente de que sea un mecanismo
especifico de muerte. Sin embargo, se acepta que la
autofagia puede destruir una célula®. Una interrogante
actual en esta area es si la actividad autofagica es un
proceso de muerte o, por el contrario, uno de sobrevida.
Los estudios morfoldgicos e histoquimicos aun no han
podido probar una relacién causa-efecto entre autofagia y
muerte celular, en contraste con la apoptosis, donde existe
un colapso de los elementos del citoesqueleto pero una
preservacion de organelos hasta etapas tardias del proceso.
En la autofagia existe degradacion temprana de organelos,
pero preservacion de elementos del citoesqueleto hasta
etapas tardias, mientras que la muerte apoptética puede
ser dependiente o independiente de caspasas y
caracterizada por procesamiento intranucleosomal del DNA.
Estos dos eventos (activacion de las caspasas y
fragmentacién del DNA) ocurren muy tarde en la muerte
por autofagia. En contraste con la necrosis, tanto la apoptosis
como la autofagia no presentan respuesta inflamatoria®.
Existen multiples evidencias de muerte celular autofagica
en varios tipos celulares. Algunos ejemplos son las células
tumorales MCF-7 tratadas con tamoxifeno, las cuales
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mueren con acumulacion de vacuolas autoféagicas en el
citoplasma, en ausencia de apoptosis®. También en células
leucémicas HL-60, una disminucién en los niveles de Bcl-
2 gatilla eventos de muerte independientes de sefales
mitocondriales y activacion de caspasas que se caracteriza
por la presencia de vacuolas autofagicas™'. En macréfagos,
la inhibicion de la caspasa-8 induce muerte autofagica,
siendo severamente afectada por la ausencia de Atg-7 y
Bcl-1, dos proteinas esenciales en este proceso*. Células
MEF carentes de las proteinas proapoptoticas Bax/Bak
son resistentes a la apoptosis, pero mueren por autofagia
dependiente de Atg-5 y Bcl-1%.

Existen distintas sefiales proapoptoéticas que inducen
autofagia, componentes de la via apoptotica extrinseca,
TRAIL, TNF y ceramidas®®. Por otra parte, la inhibicién de
vias antiapoptéticas como PI3-K/proteina kinasa B/mTOR
activan la autofagia®. Las proteinas antiapoptéticas Bcl-
2 también modulan la autofagia. La disminucién de Bcl-2
aumenta la autofagia por un mecanismo independiente de
caspasas en células leucémicas humanas*, mientras que
a sobrexpresién de Bcl-2 inhibe la autofagia y muerte
independientemente de caspasas en células progenitoras
neuronales privadas de factores de crecimiento®. Evidencias
recientes sugieren que Bcl-2 inhibe la autofagia a través
de su unién directa con Bcl-1 y esta interaccion funcionaria
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como un reodstato que mantiene a la autofagia en niveles
compatibles con la sobrevida celular®®. En contraste, la
sobrexpresion de Bcl-2 o Bcl-x. potencia la autofagia en
células MEF carentes de Bax/Bak tratadas con el estimulo
proapoptético etopdsido®. Las bases para estos efectos
opuestos de la familia de proteinas Bcl-2 en diferentes
condiciones no estan claras. Pattingre y cols.*® mostraron
gue la autofagia es inhibida por Bcl-2 localizado en el
reticulo endoplasmico mas que en la mitocondria y que
esta inhibicién depende de su interaccion con Bcl-1.

Papel de la autofagia en la pérdida de cardiomiocitos

La pérdida progresiva de cardiomiocitos es una de las
caracteristicas mas importantes en la insuficiencia cardiaca.
La apoptosis es una forma importante de muerte celular,
pero como hemos mencionado anteriormente, no es la
tnica forma de muerte*’ utilizando muestras de ventriculo
izquierdo de pacientes con insuficiencia cardiaca mostraron
que los cardiomiocitos también mueren por autofagia, en
forma independiente de la activacion de caspasas. En
condiciones de isquemia, los cardiomiocitos presentan
vacuolas autofagicas, visualizandose algunas de ellas con
organelos enteros y otras con material residual. Estudios
morfolégicos de corazones cardiomiopaticos muestran
cambios degenerativos tales como vacuolizacién vy lisis
miofibrilar. En corazones de pacientes con cardiomiopatias
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dilatadas, aumenta la actividad de enzimas lisosomales,
aunque el mecanismo exacto de la funcién lisosomal en
esta patologia aun se desconoce®®. Otro estudio en
corazones humanos insuficientes revel6 aumentos tanto
en el mRNA como en las enzimas conjugadoras de
ubiquitina. Ademas, a nivel ultraestructural , se observé
degeneracion celular, incluyendo la formacion de agregados
de proteinas poliubiquitinadas en vacuolas autofagicas®.

Trabajos muy recientes han demostrado el papel de la
autofagia en modelos de isquemia y reperfusion (I/R).
Valentim y cols observaron que ciclos de
isquemia/repercusion (I/R) inducen muerte por autofagia
en cultivos primarios de cardiomiocitos y que este proceso
se revierte usando un RNA de interferencia contra bcl-1*.
Al contrario, en una linea de cardiomiocitos (células HL-1)
expuestos a I/R, se midié la formacién de autofagosomas
en estado estacionario y total, registrandose en este trabajo
que la I/R deteriora el flujo autoféagico a nivel de formacion
y degradacion, donde la induccion de la autofagia disminuye
la muerte por I/R®.

Investigaciones en marcha en nuestro laboratorio han
mostrado que en cultivos primarios de cardiomiocitos de
rata privados de glucosa por 24 horas, se observan
caracteristicas morfoldgicas tipicas de autofagia, evaluadas
por microscopia electronica (figura 4). Su aparicién concordd
con la formacion de vesiculas GFP-LC3 positivas (figura 4).

Ad GFP-LC3

Priv Glu

Figura 4. Presencia de vacuolas autofagicas en cultivos primarios de cardiomiocitos privados de glucosa. Paneles
superiores: cardiomiocitos cultivados en medio DME/M199 (4:1) con 10% suero fetal de bovino en presencia
(control) o ausencia de glucosa (Priv Glu) por 6 h. Las células se fijaron con glutaraldehido 3% y luego se
trataron con 2% de OsO4 y se embebieron en resina de Epon. Posteriormente, cortes ultradelgados obtenidos
mediante micrétomo se tifieron con acetato de uranilo y plomo y se analizaron por microscopia electronica. En
las fotografias se observan distintas fases del proceso autofagico desde autofagosomas, autolisosomas y
cuerpos residuales. Paneles inferiores: cardiomiocitos se transducieron por 24 h con un adenovirus GFP (proteina
fluorescente verde) unido a LC3 (GFP-LC3) y luego se cultivaron en presencia (control) o ausencia de glucosa
(Priv Glu). En el control se observa distribucion de la proteina GFP-LC3 en todo el citoplasma celular. En cambio,
en los cardiomiocitos privados de glucosa se observa formacion de conglomerados proteicos ricos en GFP,
dando cuenta de formacion de vacuolas autofagicas enriquecidas en proteina GFP-LC3.
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Autofagia del cardiomiocito: ¢Un nuevo mecanismo de adaptacion al estrés o de muerte celular?

Los mecanismos por los cuales los cardiomiocitos
desaparecen del tejido cardiaaco no estdn completamente
resueltos. El concepto de que los cardiomiocitos mueren
principalmente por apoptosis, se ha puesto en duda en el
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