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Los cardiomiocitos son células terminalmente diferenciadas que cesan de dividirse inmediatamente daspués del naci-
miento. Esto hace del corazdn un drgano muy vulnerable a eventos isquémicos, toxicos a inflamatorios. La sobrecarga
hemodindmica induce hiperirofia cardiaca, produciendo un aumenio de sarcémeros y del volumen celuiar. Aungue la
hipertrofia es iniciaimente beneficiosa, aumentando el gasto cardiaco, finaimente es deletérea, generando cardiomiopa-
tia, insuficiencia cardiaca y muerte stibita.

El estiramiento mecédnico de los cardiomiocifos activa la expresmn de genes hipertréficos y de factores de crecimiento
cardiacos {agonistas adrenérgicos, Ang I, ET-1, IGF-1, CT-1, FGF-2, TGF-B, hormonas tiroideas, TNF-a, LIF). Estos
factores humorales activan diversas vias transduccionales responsables de la expresién de genes hipertrficos. Estas
vias son: proteinas kinasas activadas por mitégsnos (MAP kinasas), proteina kinasa C (PKC), proteina kinasa depen-
diente de calcio/calmodulina (CaMK) y caicineurina. Las MAPKs (ERK, JNK y p38-MAPK) se activan por fosforilacion
secuencial en cascada. La PKC se activa por receptores acoplados a la proteina Gq. Ambas vias se interrelacionan y
controlan factores transcripcionales. responsables de la hipertrofia. La calcineurina es una fosfalasa depsndiente de
Ca?* y CaM que desfosforila y activa a2 NFATS. La CaMK activa a MEF2 al disociarlo de una desacetilasa de histona
tipo Il. MEF2 y NFAT3 son factores transcripcionales que controlan la expresion de genes hipertroficos.

El uso combinado de ia manipulacion mecdnica/quinirgica, animales transgénicos, adenovirus modificados genélica-
mente e inhibidores quimicos farmacoldgices, han contribuido a dilucidar las vias transduccionales involucradas en el
desarrolio de la hiperirofia cardfaca. Sin embargo, recién se estdn empezando a vislumbrar los mecanismos por los.
cuales las distintas vias conversan entre si. Sdlo entendiendo la compleja interrelacién de las multiples vias transduc-
cionales se podrdn disefiar firmacos que permitan controlar el proceso hipertrofico.

Signaling Mechanisms in Cardiac Hypertrophy

Cardiomyocytes are completely differentiated ceils, which are unable to proliferate. Because this characteristic, the heart
is a very sensitive organ to ischaemic, toxic and inflammatory events. Haemodinamic overoad induces hypertrophy by
increasing the sarcomere nurnber and ceilular volume. Although hypertrophy is inltlally beneficial, by increasing cardiac
output, it finally causes a harmful effect, by generating cardiomyopathy, heart failure and sudden death.

Cardiomyocyte stretching activates the expression of hypertrophic genes and cardiac growth factors (adrenergic
agonists, Ang ll, ET-1, IGF-1, CT-1, FGF-2, TGF-8, thyroid harmones, TNF-a, LIF). These humoral factors activate

Correspondencia: Dr. Sergio Lavandsro, Deparamento de Bioquimica
y Biologia Molacular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéulms,
Universidad de Chile. Olivos 1007, Santiago. :
E-mail: slavander@uchlle.cl. Fax: (562) 7378020,



Bt o, o g it e i il b

several transductional pathways responsible for controlling hypertrophic gene expression. These pathways are: mitogen
activated protein kinases (MAP kinases), protein kinase C (PKC), calcium/calmodulin dependent protein kinase (CaMK)
and calcineurin, A sequential phosphorylation cascade activates MAPKs (ERK, JNK y p38-MAPK). PKC is activated by
Gg-coupled receptors. Both pathways are interrelated and they control hypertrophy-related transcriptional factors.
Calcineurin (CnA) is a Ca®*/CaM phosphatase, which dephosphorylates and activates NFAT3. CaMK phosphorylates a
type Il histone deacelylase and therefore dissociates and activates MEFZ2. Both MEF2 and NFAT3 are transcriptional
factors that control hypertrophic gene expression.

The integrate use of surgical/mechanical approaches, transgenic animals, genetic modified adenovirus and pharmacolo-
gical inhibitors have contributed to elucidate transductional pathways invoived in the cardiac hypertrophy development.
However, different cross-talkings among pathways are just beginning to be discovered. Only understanding the com-
plexily of these transductional pathway interrelations, new drugs to control cardiac hypertrophy will be developed,

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS
DE LAS CELULAS CARDIACAS

El corazén es una bomba mecénica compuesta por
diversos tipos celulares. Los cardiomiocitos y los
fibroblastos dan cuenta del 33 y 66% del total de
células cardiacas, respectivamente (Figura 1)!. Los
cardiomiocitos, protagonistas centrales en el proceso

de contraccidn cardiaca, son células muy especializa-
das (terminaimente diferenciadas) que cesan de
dividirse casi inmediatamente después del nacimien-
to, permaneciendo por el resto de su existencia con
su ciclo celular detenido?3. Esta restriccién evolutiva
hace del tejido cardiaco un érgano particularmente
vulnerable a eventos isquémicos, toxicos e inflamato-
rios.
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Figura 1. Representacion esquemdtica de la organizacién tisular cardiaca. El corazén est4 compuesto principalmente por cardiomio-
citos y fibroblastos, dando cuenta del 33 y 86% de las células, respectivamente. Otros componentes celulares son las células endote-
liales y las células del musculo liso vascular.
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Los fibroblastos, a diferencia de los cardiomioci-
tos, proliferan y se diferencian en respuesta a diver-
s0s mitégenos vy son los dnicos responsables de la
produccién de los distintos componentes de las
matriz extracelular cardiaca, principalmente colage-
nos, laminina, fibronectina, etct.

HIPERTROFIA DEL CARDIOMIOCITO

A fin de responder a crecientes requerimientos de tra-
bajo que impone la sobrecarga hemodinamica en
ciertas etapas del desarrolio fetal, los cardiomiocitos,
ademads de proliferar, experimentan un aumento
importante del nimero de sarcémeros por célula y de
su volumen celular, proceso conocido como hipertro-
fia5. Esta misma respuesta adaptativa se activa en al
corazén adulto expuesto a estimules patolégicos que
imponsn un mayor trabajo cardiaco, entre los que
figuran hipertensién arterial, infarte al miocardio,
desdrdenes endocrinos vy enfermedades valvulares o
alteraciones genéticas en la funcién del sarcémero®.
Aunque la hipertrofia es iniciaiments beneficiosa,
permitiendo aumentar el gasto cardfaco, ésta final-
mente llega a ser deletérea, generando insuficiencia
cardiaca y asociandose a un aumento en la mortali-
dad®’. Diversos estudios epidemiolégicos han esta-

.

Sistemas de transduccién de sefiales en |a hiparirofia cardiaca

blecido que la hipertrofia cardiaca es un factor de
riesgo importante en el desarrollo de la insuficiencia
cardiaca y otras patologias cardiovasculares’.

El cardiomiocito, en respuesta a un estimulo hiper-
tréfico, activa una respuesta celular caracterizada prin-
cipalmente por un aumento de la sintesis proteica, de
proteinas contractiles, tales como la o-actina esqueléti-
ca (SKA) o la cadena pesada de la B-miosina {B-MHC),
en el tamafio celular, nimero de sarcomeros y la reex-
presidn de genes que codifican para proteinas cardia-
cas fetales?. Los aumentos en los niveles de los
mRNAs para el factor natriurético auricular (ANF) y
SKA, y la presencia de diversas isoformas de recepio-
res para hormonas fircideas se han utilizade como mar-
cadores para distinguir un estimulo tréfico normal de
uno de naturaleza patolégica (Figura 2)2.

EL ESTRES HEMODINAMICO INDUCE DIRECTAMENTE
LA HIPERTROFIA DE L.OS CARDIOMIOCITOS

Las fuerzas hemodinémicas regulan la estructura y fun-
cién de los distintos tipos celulares en el sistema
cardiovascular, en particular de los cardiomiocitos, que
son células expuestas a continuos cambios mecédnicos
a lo largo de toda su existencia®. Los repetitivos even-
tos de relajacién y contraccioén, propios dei cicle

Hipertrofia fisiolégica Hipertrofia patoldgica Insufictencia cardiaca
por gjercicio o por Tg/T, por hipertensién o FE humana
mRNA o, - mRNA o} mANA o |
TR mRNA o, - TR mRNA o) TR mRNA a, 1
mRNA Bt mRNA B,} mANA B,-
o-MHC 1 o-MHG ¢ a-MHC +
genes blancos B-MHC | genes blancos B-MHC 1 | |genes blancos B-MHC T
SERCA 1 SERCA { SERCA }

Figura 2. Cambio en los niveles de expresién de los mRNAs para las distintas isoformas de receptores para hormonas tiroideas (TH:
al, o2 y B1} en el corazén con hipertrofia fisicldgica, patolégica y con insuficiencia cardlaca. Los cambios en las isoformas de los TR
se traducen a su vez en alteraciones en los niveles de expresitn de o-MHC, B-MHC y SERCA.T: aumento de la expresion; & dismi-
nucion de la expresién; — sin variacién en la expresion; a-MHC: cadena pesada de fa a-miosina; B-MHC: cadena pesada de la B-
miosina, SERCA: bomba de calcio del reticulo sarcopldsmico; FE: fenilefrina.
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contractil del miocardio, y el estiramiento (“stretching”)
producido por la presién y volumen sanguineos, regu-
lan la funcién y estructura del tejido cardiaco®. La
sobrecarga mecanica cronica, clinicamente representa-
da por la hipertension arterial, remodela estructural y
funcionalmente el corazén a través del desarrollo de
complejos procesos de hipertrofia y apoptosis en los
cardiomiocitos, hiperplasia de los fibroblastos y estimu-
lacién de la biosintesis de coldgeno y otras proteinas de
la matriz extracelular (fibrosis). Todos estos cambios
modifican la funcién cardiaca9.

Existe gran controversia sabre si el estimulo prima-
rio que induce la hipertrofia es el estrés mecdnico o la
accién coordinada de varios factores neuronales y/o
humorales. Algunos estudios han demostrado que la
activacion de los receptores adrenérgicos es un evento
intermediaric de la sobrecarga hemodindmica y de la
hipertrofia cardiaca€. Sin embargo, existen evidencias
que indican que el estiramiento mecdnico es el factor
inicial para la generacién de hipertrofia cardiaca en res-
puesta a una sobrecarga hemodinamica. Corazones
denervados sometidos a sobrecarga hemodinamica
incrementan su sintesis proteica y se hipertrofian®,
Estudios en érgano aislado y dispositivos de tensién
mecanica para cultivo celular, reproducen fielmente las
respuestas mediadas por los estimulos mecanicos 113,
Se ha demostrado que tanto los cardiomiocitos como

los fibroblastos cardiacos “sensan” la sobrecarga meca-
hica extema, en ausencia de agentes neurohumorales.
Se han observado incrementos en la sintesis de protei-
nas contrictiles, sin cambios en la sintesis de DNA, y la
activacion de la transcripcion de genes implicados en el
proceso hipertréfico (ANF, c-fos y B-MHC) en cardio-
miocitos sembrados sobre sustratos eldsticos deforma-
bles y sometidos a estiramienta13-16, El fenotipo de
estos cardiomiocitos estirados es semejante al observa-
do durante el desarrolio de la hipertrofia ventricular
izquierda inducida por hipertensién renovascular!”. Hoy
en dia existen claras evidencias gue la sobrecarga
hemodindmica conduce a un estiramiento de las células
del miocardio, activando la expresion de genes de
hipertrofia tempranos y tardios, y que este estimulo a su
vez induce la expresion génica de factores de creci-
miento cardiacos, desarrollando el proceso hipertréfico
en el corazén®:18.19,

FACTORES HUMORALES
QUE MEDIAN LA HIPERTROFIA CARDIACA

Se ha sugerido que las diferentes células cardiacas
producen y secretan algunos factores de crecimiento y
péptidos vasoactivos en respuesta al estiramiento pro-
ducido por sobrecarga hemodindmica (Figura 3)18.19,

Figura 3. Induccién de la hipertrofia cardiaca. Los distintos estimulos hemodinémicos, sobrecarga de presidn y sobrecarga de volu-
men, inducen distintos factores humorales en el corazdn. Estos factores humorales actian de manera autocrina/paracrina producien-
do remodelamiento cardiace. El factor de crecimiento analogo a insulina tipo 1 (IGF-1) y ia endotelina 1 (ET-1) son factores
cardioprotectores que se expresan en la fase compensada de la hiperirofia. En la fase descompensada se reprime la expresion de
IGF-1 y ET-1 y se induce angiotensina Il {(Ang 1), un factor hiperiréfico que, ademds, induce apoptosis de los cardiomiocitos.
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E! sistema adrenérgico es un mediador importante de
la respuesta a una sobrecarga hemodindmica y es,
ademas, un potente inductor de la hipertrofia
cardiaca®. Por ofra parte, el estiramiento estimuia la
sintesis y secrecidén de angiotensina Il (Ang II}, endo-
telina 1 {ET-1), factor de crecimiento andlogo a insuli-
na analogo tipo 1 {IGF-1) en los cardiomiocitos y
fibroblastos cardlacos®29:21, Todos estos factores son
inductores del proceso de hipertrofia en el musculo
cardiaco. Utilizande distintas cardiopatias (dos valvu-
lopatias, estenosis adrtica y regurgitacién adrtica),
Neri Serneri y cols, definieron un modelo humano para
el estudio de la induccién de tres factores de creci-
miento (IGF-1, ET-1 y Ang 1l) por scbrecarga hemodi-
namica en corazdn humanc?®?, Se determiné que
pacientes que tenian hipertrofia cardiaca compensada
inducida por estenosis aértica, equivalente a un mode-
lo de sobrecarga de presién, expresaban IGF-1 a nivel
de mRNA y de proteina, mientras gue aquellos que
sufrfan hipertrofia compensada inducida por regurgita-
cién adrtica, equivalente a un modelo de sobrecarga
de volumen, inducian IGF-1 y ET-1 a nivel de mRNAs
y proteina. Sin embargo, cuando se realizé el andlisis
en pacientes que sufrian hipertrofia descompensada,
se determiné que los niveles de expresion de IGF-1 y

ET-1 eran muy bajos y se inducia la expresién de los:

mRNA y proteina para Ang 1122, De este trabajo se
puede deducir que la induccién de los distintos facto-
res humorales depende del estimulo hipertréfico. El
IGF-1 seria un factor humoral primario y menos espe-
cifico en la respuesta hipertréfica, mientras que la Ang
Il serfa inducida sdlo en la etapa final y patologica
(Figura 3). Es importante hacer notar que tanto IGF-1
como ET-1 son factores de crecimiento gue poseen
propiedades cardioprotectoras, mientras que la Ang Il
es un canocido inductor de muerte celular programada
0 apoptosis, en los cardiomiocitos??.

Norepinefrina (NE). La NE es un potente estimulador
del crecimiento de cardiomiocitos. La administracién
de dosis subhipertensivas de NE aumenta la masa del
miocardic y el grosor de la pared del ventriculo
izquierdo. En el corazdn existen receptores oy, By Y
B,-adrenérgicos®. La NE estimula la hipertrofia de los
cardiomiocitos neonatos de rata & través de los recep-
tores a-adrenérgicos y no a través de los receptores
R-adrenérgicos, La hipertrofia cardiaca inducida por
agonistas B-adrenérgicos serfa secundaria a una esti-
mulacién adrenérgica de la frecuencia cardfaca®. Sin
embargo, también se ha descrito que la sintesis pro-

teica de los cardiomiocitos es estimulada tanto por los

receptores o como los B-adrenérgicos®. Ratones

Sistemas de transduccién de sefiales en la hipertrofia cardiaca

transgénicos que exprasan el receptor o g-adrenérgi-
co constitutivamente activo exhiben signos de
hipertrofia cardiaca. Estos ratones expresan bajos
niveles de estos receptores en la auricula durante el
desarrollo, pero su nimere aumenta en los ventriculos
poco después del nacimiento. Estos ratones transge-
nicos contienen aproximadamente 3 veces mas
receptores oy g-adrenérgicos en el corazén que los sil-
vestres. Estos resultados indican que una
estimulacién o-adrenérgica es suficiente por si sola
para inducir hipertrofia in vivo?3,

Angiotensina Il. En el corazdn se han detectado
mRNA y proteina de todos los componentes del siste-
ma renina-angiotensina [renina, angiotensinégeno,
enzima convertidora de angiotensina (ECA} y recep-
tores de angiotensina Il (rAT)]®24. Se ha observado la
activacién de este sistema en la hipertrofia ventricular
izquierda inducida por sobrecarga hemodinamica.
Ademas se han detectado aumantos en los niveles
de mRNA para angiotensindgeno, ECA y rAT tipa 1y
2 en los ventriculos izquierdos hipsrirofiados de rata.
Dentro de los antihipertensivos mas usados en huma-
nos, los inhibidores de ECA son los que manifiestan
el efecto mas potente de reduccidn de la hipertrofia
cardiaca, produciendo una mejora en la funcién ven-
tricular izquierda y aumento en la sobrevida824.25,
Estos hallazgos sugieren que el sistema renina-
angiotensina producido localmente juega un papel
primordiai en la hipertrofia cardiaca producida por
sobrecarga hemodiniamica, en que Ang Il actia como
un promotor del crecimiento de los cardiomiocitos por
un mecanismo autocrino y paracrino, y que la regre-
sién de la hipertrofia cardfaca por inhibidores de ECA
y por antagonistas del rAT no solo se debe a una
reduccién de la presion sanguinea, sino que también

a una inhibicién tisular del sistema renina-angiotensi-
nabi24.25

Endotelina | (ET-1). Esle péptido es sintetizado, alma-
cenado v liberado en el corazén hurmano. Todos los
componentes de! “sistema de la endotelina”, es decir,
los precursores de ET-1, las enzimas convertidoras
de endotelina y sus receptores, se encuentran locali-
zados en ef corazén humano?6, ET-1, de origen para-
crino, activa receptores especificos, modificando
directamente la funcidn cardiaca. Los efectos del sis-
tema de ET-1 son diversos y juegan un papel crucial
en el desarrollo y remodelamianto del corazén insufi-
ciente y en la modulacién de fa contractibilidad car-
diaca28, Se ha postulado que ET-1 participa en la
generacion de la hipertrofia cardlaca humana basado
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en el hecho de qus los pacientes que poseen cardio-
patia hiperiréfica poseen altas concentraciones plas-
maticas de ET-1, en comparacién con gontroles
sanos. Ademas, en este tipo de pacientes se observé
una correlacion positiva entre la formacién de ET-1y
el grosor relativo de la pared ventricular izquierda.
Por otro lado, la administracion cronica de antagonis-
tas para los receptores de ET-1 reduce la hipertrofia
miocardica en animales con insuficiencia cardiaca
inducida experimentaimente?.

Factor de crecimiento andlogo a insulina tipo 1 (IGF-1).
En el corazan, el IGF-1 aumenta la sintesis de DNA v
de proteinas, reduce la degradacién de las protefinas,
y participa en la proliferacion y maduracién de los car-
diomiocitos en la etapa neonatal temprana. El IGF-1
promueve el crecimiento cardiaco, mejora la contrac-
tibilidad y el gasto cardiaco, el volumen de expulsién
y la fraccién de eyeccion. En humanos, el IGF-1
mejora la funcién cardiaca después de un infarto al
miocardio a través de la astimulacién de la contracti-
bilidad y la promocién del remodelamiento tisular®’.
Ademas, en nuestro laboratorio se ha demostrado
que el IGF-1 es capaz de proteger a los cardiomioci-
tos de la apoptosis inducida por diferentes tipos de
estrés, incluido el estrés hiperosmético?s. El IGF-1
tiene un papel importante en la respuesta hipertréfica
del miocardio. Induce hipertrofia en ratas hipofisecto-
mizadas y en ratas con hipofisis intactas?’.28, €n car-
diomiocitos de rata neonatas, este factor esta
asociado con la expresion de proteinas contrdctiles
tales como actina, cgdena liviana de la miosina-2, tro-
ponina-1, B-MHC y SKA27:233C, En nuestro laborato-
rio se ha determinado que el IGF-1 generado
localmente en el corazdn, v no el IGF-1 circulante, as
el que contribuye a la generacién de hipertrofia ventri-
cular izquierda generada por hipertensién renovascu-
lar31. Utilizando el ¢DNA para IGF-1B humana
controlado bajo el promotor de la o-MHC, se constru-
yé un ratén transgénico que sobreexpresaba IGF-1
en el miocardio. En este ratén, el peso del corazon se
incrementdé en un 50% vy el nimero de cardiomiocitos
aumenté entre un 20 a un 50%, pero sorprendente-
mente, no se observé hipertrofia cardiaca2?. En con-
traste, otro estudio reciente informé que Ja
sobreexpresién de una forma local de IGF-1 en los
corazones de ratones transgénicos era suficiente
para un fenotipo hipertréfico que conducia a una
reduccién del rendimiento sistélico®C, Por otro lado,
también hay una falta de consenso raspacto al fenoti-
po cardiaco asociado con la deficiencia de IGF-1. La
deficiencia de hormona de crecimiento e IGF-1 en

humanos se ha asociado a atrofia cardiaca y a una
reduccién en la funcién cardiaca. Sin embargo, rato-
nes deficientes en IGF-1 poseen presion arterial ele-
vada y una contractibilidad cardiaca aumentada3°,

Ofros factores humorales. La cardiotropina-1 (CT-1),
un miembro de la familia de las interleukinas 6, se
descubrid originalmente como un factor que inducia
hipertrofia cardiaca, tanto in vivo como in vitro32,
Actualmente se sabe que, adermads de inducir hipertro-
fia, es un potente cardioprotector. La hipertrofia
inducida por CT-1 es diferente a la inducida por los
receptores a-adrenérgicos, tanto en morfologia celu-
lar como en el patrén de expresién génica’?, La
estimulacién con CT-1 aumenta el tamafio del cardio-
miocito por un aumento mas en su longitud que su
ancho. Ademas, las células estimuladas con CT-1
muestran un ensamble de unidades sarcoméricas en
serie en vez de paralelas, tal como ocurre en la esti-
mulacién a-adrenérgica®. El factor de crecimiento de
fibroblasto 2 (FGF-2) (también llamado FGF bdsico) y
el factor de crecimiento transformante tipo o (TGF-B)
son otros factores de crecimiento peptidicos que indu-
cen un programa genético similar al fetal en cultivos
de miocitos de ratas neonatas, consistente con la
induccion del programa hipertréfico21:3, Tanto FGF-2
como TGF-3 son producidos tanto por cardiomiocitos
u otras células dentro del corazén, actuando como
factores de crecimiento autocrinos o paracrinos®0,
Las hormonas tiroideas, el factor de necrosis tumoral
o {TNF-ar), y la linfokina de la familia de las interleuki-
nas 6, el factor inhibidor de leucemia (LIF), también
son factores humorales inductores de hipertrofia del
corazén23.20,

SISTEMAS TRANSDUCCIONALES MEDIADORES
DE LA RESPUESTA HIPERTROFICA EN EL CARDIOMIOCITO

Tante el estudio de los sistemas de transduccién de
sefnales como el de los mecanismos de comunicacién
intercelular han experimentado en los Gitimos afios un
notable avance, no exento de complejidad, lo que
estd permitiendo un mayor entendimiento de cémo
las células reciben y coordinan sefiales del entorno y
de otras células dei propio organismo a fin de contro-
lar de esa manera los procesos de diferenciacién,
proliferacién, morfologia, migracién, hipertrofia, muer-
te celular, etc.

La dilucidacién de los sistemas de transduccion de
seiiales que activan los programas de hipertrofia en el
cardiomiocito representa un gran desafio para las
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décadas venideras en la cardiologia molecular. Los
avances recientes en genética molecular han permiti-
do el estudio en detalle de las vias de transduccion
intracelulares involucradas en la hipertrofia cardiaca.
Se han generado varios ratones transgénicos que
han permitido la diseccién molecular de las distintas
vias transduccionales, imitando las caracteristicas
principales de la hipertrofia e insuficiencia cardiaca
en humanos?3.33, De estos estudios, se han identifi-
cado varias vias transduccionales que juegan un
papel importante en dichos procesos. Estas vias
incluyen: a) las proteinas kinasas activadas por mité-
genos (MAP kinasas); b) proteina kinasa C (PKC); y
¢) proteina kinasa dependiente de calcio/calmodulina
(CaMK) y proteina fosfatasa calcineurina23:31:33,34,

a) Sistema transduccional de las MAP kinasas

Las proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAP
kinasas) corresponden a una serie de enzimas intra-

Sistemas de transduccién de sefiales en [a hipertrofia cardiaca

celulares que tienen la propiedad de regular por fos-
forilacién a un conjunto diverso de sustratos que con-
trolan la transcripcién de genes y la sintesis de
proteinas, como por ejemplo factores transcripciona-
les y proteinas reguladoras de la sintesis proteica.
Estos dos ultimos procesos bioquimicos son muy
importantes en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca
y por ello se han estudiado intensamente en el car-
diomiocito. :

Las MAPKs se subdividen en tres subfamilias:
proteinas kinasas reguladas extracelularmente
(ERKs), proteinas kinasas activadas por estrés (kina-
sas N-terminal de c-Jun, JNKs), y proteinas kinasas
p38 (p38-MAPKs)30:31,33-35 Cada una de estas sub-
familias consiste en cascadas de MAP kinasa kinasa
kinasas (MEKKs o MKKKs), MAP kinasa kinasas
(MEKs o MKKs) y MAP kinasas. Estas cascadas se
activan por la fosforilacién secuencial en residuos
tirosina y treonina de las kinasas (Figura 4)35, En
algunos tipos celulares se sabe que las MAPKs regu-

Figura 4. Vias de las proteinas kinasas activa-
das por mitégenos (MAP kinasas) en cardio-
miocitos. Las MAPKs se dividen en tres
subfamilias: ERKs, JNKs y p38 MAPKs. Cada
una de estas subfamilias se activan por fosfori-
lacion secuencial de MAP kinasa kinasa kina-
sas (MKKKs o MEKKs), MAP kinasa kinasas
{MKKs o MEKs) y MAPKs. Las MAPKSs regulan
la actividad de factores transcripcionales invo-
lucrados en la expresion de genes responsa-
bles del desarrollo de la hipertrofia cardiaca.
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lan la proliferacion celular mediante la fosforilacion de
factores transcripcionales (ej: c-Jun y ATF). Aungus la
activacién de las MAP kinasas se ha correlacionado
con el inicio de la hipertrofia v la insuficiencia cardia-
ca, su papel especifico en el corazén intacto aun no
se ha dilucidado completamente33.

Existen 5 isoformas de ERK, siendo las mas impor-
tantes ERK1, ERK2 y ERKS, que son fosforiladas coor-
dinadamente y activadas por muitiples estimulos
mitogénicos. Los principales activadores rio arriba de
las ERK1 y 2 son dos MAPKKSs, denominadas MEK1 y
MEK2, las cuales fosforilan directamente el sitio dual
en Thr-Glu-Tyr en las ERK1 y 2. Directamente rio arri-
ba de MEK1 y 2 estan las MAPKKK denominadas Raf-
1, A-Raf, B-Raf, y MEKK1-3 (Figura 4)°°. La cascada
de las ERKs se activan por varios estimulos hipertréfi-
cos, tales como el factor de ¢crecimiento de fibroblastos,
ET-1, agonistas adrenérgicos, ésteres de forbol y esti-
ramiento®32. Se ha demostrado que las ERKs son un
componente esencial de la hipertrofia inducida por ET-
1 y fenilefrina33. Sin embargo, la activacion directa de
ERKs en cultivos de cardiomiocitos ha originado resul-
tados ambiguos en la induccion de la hipertrofia®s.
Nosotros hemos demostrado que la incubacion de car-
diomiocitos de rata con IGF-1 induce la activacion de
¢-Raf, seguida de una fosforilacion de MEK vy, finalmen-
te, la fosforilacién y activacién de las ERK1 y 2%, La
inhibicion de las EBKs bloquea la manifestacién de
algunas de las caracteristicas tipicas de la vespuesta
hipertréfica (aumento del tamafio celular y sintesis pro-
teica)?’. Animales transgénicos que sobreexpresan
Ras o MEK1 producen hipertrofia concéntrica en el
ventriculo®3. Una diferencia importante entre ambos
modelos transgénicos es que la hipertrofia mediada
por Ras se asocia a defectos en la funcion diastdlica y
muserte subita, mientras que la inducida por MEK1
tisne una funcidn hiperhemadindmica con una sobrevi-
da normal, representando un estado de hipertrofia
compensadam. La diferencia puede deberse a que
Ras esta localizado rio arriba de MEK1, y puede indu-
gir un proceso de hipertrofia compensada a través de
Raf-MEK-ERK, pero también puede inducir otras vias
transduccionales paralelas que pueden causar la dis-
funcién diastélicas?,

La MAPK kinasa denominada MEKS activa a
ERK5 (Figura 4). En cultivos de cardiomiocitos, ia
exprasion de una forma constitutivamente activa de

MEKS5 induce una forma de hipertrofia en la cual los

cardiomiocitos adquieren una morfologia elongada,
con sarcémeros ensamblados en serie®8. La citokina
LiF, que estimula a MEKS, induce una respuesta simi-
lar en los cardiomiocitos. La hipertrofia inducida por

LIF es bloqueada espacificamente por un dominanta
negativo de MEK538. Ratones transgénicos que
expresan MEKS constitutivamente activa, desarrollan
una hipertrofia cardiaca excéntrica gque progresa a
una cardiomiopatia dilatada y muerte subitad. Estos
resultados indican que la via MEKS-ERKS participa
en la induccién de la hipertrofia excéntrica y son parte
de los mecanismos de transduccidn de las sefiales
hipertréficas inducidas por citokinas, tales como LIF y
CT-1.

Tanto JNK como p38-MAPKs seon consideradas
MAP kinasas activadas por estrés, e inducidas por
diversos ostrés celulares, de naturaleza quimica y
fisica. En células de mamifero se han identificado tres
genes que codifican para JNK. Cada una es activada
por las MAPK kinasas MKK4 y MKK7, que a su vez
son activadas por MEKK1 o MEKK2. Las MKKKKSs rio
arriba de MEKK1 y 2 incluyen a GLK, HPK1, NIK,
MST1, miembros de las proteinas G de bajo peso
molecular (Ras) y Grb2 (Figura 4)3C, JNK es fosforila-
da directamente por MKK4 o MKK7 en un sito dual
que comprende a los aminoacidos Thr-Pro-Tyr%0, En
el corazon se expresan JNK1 y JNK2, mientras que
JNK3 estd casi exciusivamente restringida al cere-
bro®0. La activacién de JNK en cardiomiocitos de
ratas neonatas induce los fenotipos caracteristicos de
hipertrofia, mientras que la activacién in vivo de JNK
produce una hipertrofia leve pero con una funcion car-
diaca profundamente deprimida33%9. La expresidn de
un dominante negativo para MKKK1 (que activa tanto
las vias transduccionales JNK como ERK) en el car-
diomiocito, bloqueé la induccién del ANF por fenilefri-
na, mientras que la expresiéon de un mutante de Raf
(que activa sélo a la via ERK) no tuvo efecto, sugi-
riéndose de esta forma un papel clave para JNK. La
sobreexpresion, mediante adenovirus, de una forma
constitutivamente activa de MKK7 en cultivos de car-
diomiocitos, que activa especificamente a JNK sin
alterar las actividades de ERK y p38-MAPK, indujo la
respuesta hipertréfica®®, En forma similar, un mutante
dominante negativa para MKK4 (también especifico
para la via JNK) bloqueé la hiperirofia estimulada por
ET-14. La primera evidencia que demostrd in vivo el
papel de JNK en la hipertrofia cardiaca se logré
mediante la introduccién de un dominante negativo de
un activador de JNK, la MKK4, conocida también
como SEK-1 (proteina kinasa kinasa-1 activada por
estrés), en el miocardio de ratones mediante transfe-
rencia génica mediada por adenovirus. En estos ani-
males se logrd bloquear ia activacién de JNK
mediada por sobracarga de presion, v con ello se ate-
nué la hipertrofia cardiaca y la induccién del marcador
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génico de hipertrofia, ANF3, Basado en todos estos
antecedentes se ha sugeride que JNK fiens un papel
¢ritico en la hipertrofia cardiaca inducida por estrés
mecanico, pero que la induccién de sélo JNK no es
suficiente para inducir ia hipertrofia.

Se han descrito cuatro isoformas de p38-MAPK,
denominadas «, B, vy 3. Los principales activado-
res rio arriba de p38 MAPKs son dos MAPKKs, MKK3
y MKK®, las que fosforilan directamente el sitio dual
Thr-Gly-Tyr de las p38 MAPKs. En el cardiomiocito se
sabe muy peco de los factores MAPKKK que estan
rfo arriba de MKK3 y MKKB6, aunque se han identifica-
do como potenciales activadores a PAK, TAK1 y
MLK3 (Figura 4)3°, La activacion p38-MAPK también
ha sido implicada en el proceso hipenréfico inducido
por scbrecarga de presion e hipertrofia/insuficiencia
cardiaca mediada por la proteina Gg#'#2. El papel
funcional de p38-MAPK se ha complicado por el
heche de que en el tejido cardiaco existen dos isofor-
mas de p38, llamadas o y B, y cada una de elias
puede ejercer funciones diferentes3342, Las isofor-
mas p38y y p383 son indetectables en el corazén®P,
En cultivos de cardiomiocitos, p38a esté involucrada
en la apoptosis, mientras que p38B media la hipertro-
fia cardiaca y la sobrevida334243, | 3 activacién espe-
cifica de p38 in vivo no produce una hipertrofia
significativa pero, sin embargo, produce una forma
unica de cardiomiopatia caracterizada por una disfun-
cién contréctil, miocardio rigido y la induccién de mar-
cadores genéticos embrionarios®®. Se demostré que
la sobreexpresién de p38-MAPK o MKK6 (que activa
a p38-MAPK perc no a JNK ni ERK) aumeniaba la
expresion del gen para ANF. Esta respuesta fue
potenciada por agonistas hipertréficos y bioqueada
por los inhibidores farmacolégicos SB-203580 y SB-
02190. Estos inhibidores previnieron los cambios
morfoldgicos asociados a ia hipertrofia en células tra-
tadas con ET-1 o con la citokina LIF30:33, Ademds, la
transferencia genética mediada por adenovirus de un
dominante negativo de p388 MAPK bioqued la res-
puesta hipertréfica en cardiomiocitos de ratas neona-
tas30, Estos resultados han sugerido que p3sB MAPK
es un importante regulador de fa hipertrofia in vitro.

b) Sistema transduccional
proteina Ge/proteina kinasa C (PKC)

La hipertrofia cardiaca es mediada en parte por una
estimulacién autecrina/paracrina del miocardio estre-
sado. En este contexto, los receptores acoplados a
proteina G de dominios de transmembrana juegan un
papel importante en la deteccion de las sefiales hiper-
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troficas extracelulares. Estos receptores incluyen a
los receptores o,4- y B4-adrenérgicos, el receptor para
Ang |I, y el receptor para ET. En respusesta a la union
de un ligando, tres de estos receptores estimulan
enzimas efectoras que incluyen a la fosfolipasa C
(PLC), protaina kinasa C (PKC), y MAPKSs, via la pro-
teina hetarotrimérica que une GTP denominada
Gq23.2426, En cambio, el receptor B-adrenérgico
interacciona con las proteinas de la clase Gs para
estimular la adenilato ciclasa y subsecuentemente a
la proteina kinasa A (PKA)23.

Varios estudios in vitro han sugerido un papel para
los receptores acoplados a Gq en la hipertrofia car-
diaca. Cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas
inducidas con Ang I, ET-1 o fenilefrina exhibieron
todas caracteristicas de una respuesta hipertréfica,
incluyendo aumento del tamafio, organizacién sarco-
mérica y reactivacion del programa fetal de expresion
genética cardiaca2®, Ratones transgénicos que
sobreexpresaban el receptor a,g-adrenérgico induje-
ron hipertrofia, detectandose un aumento considera-
bie de Ja actividad de la PLC, determinada a través
del aumento del contenido de diacilglicerol miocérdico
(Figura 5)28, Sin embargo, el fenotipo observado por
la sobreexpresién del receptor AT, en corazon de
ratones transgénicos fue muy diferente al observado
con aquellos ratones que sobreexpresaban el recep-
tor ayg-adrenérgico. Los ratones transgénicos AT,
murieron in ufero o poco después de nacer, con una
auricula muy desarrollada, pero sin cambio en la mor-
fologfa ventricular?3. El aumento de la auricula fue el
resultado de una hiperplasia del miocito y no de
hipertrofia, un resultado sorprendente ya que Ang ll
s un potente inductor de hipertrofia in vitro®3. Al inte-
rrumpir el gen que codifica para AT, por recombina-
cion homodloga, los ratones transgénicos resultantes
no presentaron diferencias significativas en la exten-
sion de la hipertrofia ventricular izquierda, activacién
de los genes fetales cardiacos o fibrosis inducidas
por constriccién aértica23, Estos resultados indican
que, in vivo, la sefializaciér; via AT, no seria necesa-
ria para la hipertrofia inducida por sobrecarga de pre-
sion.

En células no estimuladas, las proteinas Gq existen
como un heterotrimero conformado por una subunidad
unida a GDP que interacciona con subunidades 3 y .
La unién de un agonista al receptor disocia el complejo
trimérico en un dimaro By y una subunidad e libre.
Paralelamente, GTP se intercambia con GDP en la
subunidad ¢, volviéndola competente para activar a la
PLC23, La sobreexpresion de Goq en ratones transgé-
nicos fue suficiente para comenzar a expresar el pro-
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grama fetal de axpresién génica cardiaco que estd
asociado con una respuasta hipertréfica?3.30, En dosis
transgénicas altas de este gen, los ratones desarrolia-
ron cardiomiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca.
Resultados similares se obtuvieron en ratones transge-
nicos que sobreexpresaban una forma constitutiva-
mente activa de Gog en el corazdén. Sin embargo, en
este modelo los animales desarrollaron un fenotipo
més severoZ3. En el periodo terminal de la prefiez o
inmediatamente después del parto, estos animales
progresaron rapidamente a insuficiencia cardiaca,
caracterizada por una dilatacién masiva biventricular y
biauriculo-ventricular con congestién pulmonar, efusio-
nes pleurales y ascitis30, Histolégicamente, estos car-
diomiocitos exhibieron apoptosis, sin la reaccién de
inflamacion que normalmente acompaiia al proceso
necrotico®42, Ambos resultados indican que la sefiali-
zacién via Gog es suficiente para inducir la hipertrofia
cardiaca que conduce a una insuficiencia cardiaca
(Figura 5).

Figura 5. Via de la proteina
Gq y proteina kinasa C
(PKC}) en la hiperirofia car-
dfaca. La angiotensina ||
{(Ang H), endotelina 1 (ET-1),
cardiotropina 1 (CT-1), nore-
pinefrina y otros agonistas
adrenérgicos (NE) inducen
hipertrofia mediante la acti-
vacién de la proteina Gq
mediada por receptores,
activando & la fosfolipasa C
(PLC), responsable de
-aumentar los niveles de cal-
cio y de diacilglicerol (DAG)
intracelular. La isoforma
PKCe activa a JNK y fuerte-
mente a ERK1/2, induciendo
el desarrollo de hiperirofia
cardiaca. La isoforma PKC3
activa fuertemente a JNK y
p38 MAPK, induciendo
apoptosis en los cardiomio-
citos.

La proteina kinasa C (PKC) consiste en una fami-
lia de mas de 10 isoenzimas codificadas por diferen-
tes genes. En base a sus propiedades enzimaticas,
las isoformas de PKC se clasifican en dependientes
de calcio (cPKC), independientes de calcio (nPKC) y
las activadas por lipidos diferentes a diacilglicerol
(aPKC). Una caracteristica importante de las isofor-
mas de PKC es que, una vez activadas, se translocan
a diferentes sitios subcelulares®0,

En tejido cardiaco, la actividad de la PKC aumenta
después de isquemia y sobrecarga de presién aguda
o cronica, donde se postula que media el preacondi-
cionamiento isquémico y transduce la sefal hipertréfi-
ca®0, La estimulacién a-adrenérgica de cultivos de
cardiomiocitos de ratas neonatas transioca PKCBI
desde el citosol al niicleo, PKCBII desde las estructu-
ras fibrilares al perindcleo y sarcolema, PKCe desde
el nicleo y citosol a las miofibrillas, y PKCS a la
regién perinuclear®®, Esta compartamentalizacién
implica funciones celulares especificas para cada iso-
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forma. La activacién de PKCe y la regulacion positiva
de PKCa son dos de los muchos eventos celulares
que se describen en ol modalo de hipertrofia mediada
por Gag®. La sobreexpresién de PKCBII, bajo el con-
trol de un promotor truncado de la cadena pesada de
o-miosina, en ratones transgénicos, indujo hipertrofia,
fibrosis y disfuncién sistélica3. Usando un sistema de
expresion inducible de PKCB constitutivamente activa
se demostrd que inducia hipertrofia cuando el trans-
gen era inducido en corazén adulto, pero tenia un
efecto letal cuando se inducfa en ratones neonatos®C.
Estudios mas recientes se han enfocado a la sobre-
expresion de isoformas de PKC més abundantes en
el corazdn adulto, tal como PKCe. En este modeio se
demostrd que la translocacién de un 20% de la PKCe
era suficiente para inducir un potente efecto protector
sobre la funcién contractil cardiaca y la integridad de
los miocitos e corazones aislados sujetos a isque-
mia global con reperfusion®C. Estudios posteriores
demostraron que PKCe causa una forma fisiologica
de hipertrofia, mientras que la inhibicién de la translo-
cacion de PKCe, produce el efecto opuesto, esto es,
adslgazamiento de las paredes del ventriculo e insufi-
ciencia cardiaca letal producida por una cardiomiopa-
tia dilatadad. Usando cultivos de cardiomiocitos de
ratas neonatas y un adenovirus que codificaba una
mutante constitutivamente activa de PKCe (Ad-
caPKCe) se demostré que esta isoforma de PKC acti-
vaba fuertemente a ERK1/2 y en ménor grado a JNK,
mientras que p38 MAPK permanecia inalterada. Sin
embargo, al usar un adenovirus que codificaba una
forma constitutivamente activa de PKC3 (Ad-caPKCd)
se detectd una fuerte activacion de JNK y p38-MAPK,
pero no de ERK1/2 (Figura 5)*. En estos cultivos,
Ad-caPKCe inducla hipertrofia en los cardiomiocitos,
mientras que Ad-caPKCS5 inducfa apoptosis*. Estos
resultados permiten concluir que diferentes isoformas
de PKC activan diferentes vias transduccionales de la
MAPKs modutando diferencialmente la hipertrofia y la
apoptosis de los cardiomiocitos.

¢} Sistemas transduccionales dependientss
de calcio/calmodulina

Numerosos estudios apoyan la idea de que el calcio
{Ca?*) es una sefial primaria para la hipertrofia cardl-
aca. Agonistas hipertréficos, tales como: Ang I, ET-1,
agonistas adrenérgicos y el estiramiento mecanico,
activan cascadas transduccionales dependientes de
[Ca?+}2330.45 De una manera similar, el estiramiento
de los cardiomiocitos, el aumento de la sobrecarga de
trabajo en corazones aislados, el aumento de la con-
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centracién de Ca2+ extracelular, Ia estimulacién con
agonistas de canales de Ca?*, y el tratamiento con
ionsforos de Ca2*, todos ellos elevan la [Ca®*); e
inducen hipertrofia de los cardiomiocitos?®. La dismi-
nucion de la velocidad de captacién de Ca2* por el
reticulo sarcopldsmico, las concentraciones aumenta-
das de Ca2* intracelular, y defectos en el secuestro
del Ca?* diastdlico por los cardiomiocitos ventricula-
res también estan asociados con hipertrofia e
insuficiencia cardiaca en humanos y en modelos ani-
males*5. La evidencia inicial de la participacion de
Ca2*/caimodulina (CaM) en la hiperfrofia cardiaca
provino de la observacion de que la sobreexpresion
de CaM producia una considerable hipertrofia cardia-
ca en ratones transgénicos, mientras que la
sobreexpresion de un dominante negativo para CaM
bloqueaba la generacién de hipertrofia*s48. Existen
varias vias transduccionales dependientes de calcio
implicadas en la hipertrofia cardiaca; entre las méas
estudiadas se encuentran la via de la fosfatasa calci-
neurina y la via de la proteina kinasa dependiente de
Ca?*/CaM (CaMK)233045,

Sisterna transduccional de la calcineurina. La calci-
neurina es una proteina serina y treonina fosfatasa
que depende de CaZ+ y CaM para su activacién. Esta
enzima es esenciaimente citoplasmatica y esta con-
formada por una subunidad catalftica A que une CaM
y una subunidad B regulatoria que une Ca2* 4547,
Los farmacos inmunosupresores como ciclosporina A
{CsA) y FK-506 inhiben & calcineurina, a través de su
interaccion con proteinas inmuncfilinas citoplasmati-
cas, ciclofilinas y proteina-12 que une FK-508,
respectivamente?547,

El papel de la caicineurina como transductor de
las sefiales hipertréficas provienen de las observacio-
nes de que la exposicidn de cultivos de cardiomioci-
tos a CsA o FK-506 bloquean el desarrollo de
hipertrofia en respuesta a Ang |l y fenilefrina, y que
estimulos hipertréficos (Ang Il y fenilefrina) activan a
la calcineurina®S. Esta enzima desfosforila al factor
transcripcional NFAT3 y estimula su translocacion al
nicleo, donde interacciona con ofre factor transcrip-
cional, GATA-4, controlando la expresion de distintos
genes asociados al desarrollo de hipertrofia. La acti-
vacion de NFAT3/GATA-4 es blogueada por CsA y
FK-506 (Figura 6)23:30,45-48, GATA-4 es un factor
transcripcional cardiaco que controla la expresion de
varios genes hipertréficos. Los sitios de unién para
(GATA-4 son muy importantes para la activacién trans-
cripcional de genes hipertréficos como el receptor
para Ang !l tipo 1A y los genes para a-MHC, en res-
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Figura 6. Vlas transduccionales
dependientes de calcio/calmodu-
lina {Ca?*/CaM) que inducen
hipertrofia cardiaca. Los inducto-
res hipertréficos angiotensina Il
{Ang Il), endotelina 1 (ET-1} y
agonistas adrenérgicos (NE); vy
el factor inhibidor de leucemia
(LIF) aumentan los niveles de
Ca?* intracelular en forma
dependiente & independiente de
inositol trifosfato (IPq). El Ca?*
se une a CaM y activa & la calci-
neurina y a la proteina kinasa |l
dependiente de Ca?*/CaM
{CaMKll). La calcineurina des-
fosforila a NFAT, que se translo-
ca al nucleo y junto a GATA4
activa la transcripcién de genes
hiperiréficos. La CaMKII fosforila
a la desacetilasa de histonas 4/5
y la disocia de MEF2, liberando-
la para que active la transcrip-
cion de genes hiperiréficos, La
via p38 MAPK activa a MEF2 en
forma sinérgica con CaMKill,
mediante la tosforilacion del fac-
tor transcripcional.

puesta a la hipertrofia inducida por sobrecarga de
presién?S, NFAT3 es una de las cinco proteinas NFAT
conocidas: NFAT1 (también llamado NFATp), NFAT2
(también llamado NFATc), NFAT3, NFAT4 (con aitos
niveles de expresién en células inmunes y musculo
esquelético) y NFATS {cuya actividad no depende de
calcineurina). NFAT3 se expresa en una amplia varie-
dad de tejidos, ineluyendo el corazén adulto?S. Los
NFATs son factores transcripcionales pertenecientes
a la familia Rel, donde uno de sus integrantes mas
conocido es el NFxB43, En células en reposo, el
NFAT3 permanece secuestrado en el citoplasma
debido a la fosforilacién de su dominio regulatorio N-
terminal. La accién de la calcineurina, la cual desfos-
forila el dominio regulatorio, permite que el NFAT3
entre al nicleo e interaccione con GATA-4%5. NFAT3
también puede interaccionar con GATA-5 y GATA-B,

los cuales se expresan igualmente en el corazén y
comparten alta homologia con GATA-4%5.

La expresién de un transgen de calcineurina consti-
tutivamente activo, bajo el control transcripcional del
promotor de a-MHC, fue suficiente para inducir hiper-
trofia cardiaca gue progresd a cardiomiopatia dilatada,
insuficiencia cardiaca y muerte sibita en ratones trans-
génicos (Figura 7A)%. Los electrocardiogramas de
estos ratones mostraron la presencia de arritmias car-
diacas que pueden dar cuenta de su alta susceptibili-
dad a la muerte stbita?S, Ratones transgénicos que
sobreexpresaban en el corazdn la proteina recubridora
de actina, tropomodulina, desarrollaron una cardiomio-
patia dilatada severa®3. La administracién sistémica de
CsA y FK-506 a estos ratones transgénicos, en dosis
que anteriormente habian demostrado ser inmunosu-
presoras y previo a la aparicion de la cardiomiopatia,
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A

Raton transgenico
para calcineurina

Raton slivestre

Con CsA

Figura 7. Hipertrofia cardfaca inducida en
ratones transgénicos por sobreexprasion
de genes que controlan el proceso hiper-
tréfico. A) Superior: ratén transgénico que
sobreexpresa el gen de calcineurina, con-
trolado por un promotor de oMHC; inferior:
ratén tipo silvestre normal. Ambos ratones
fueron de la misma camada y poseian 8
semanas de edad al momento de la foto-
grafia. El ratén transgénico presenté insu-
ficiencia cardiaca, con retorno venoso y
acumulacitn excesiva de fluidos. B1}
Corazdn hiperiréfico de un ratén transgé-
nico que sobreexpresa tropomodulina
{TG). Este ratén transgénico desarrolla

B2

insuficiencia cardiaca dilatada 24 dias
después del nacimiento. B2) Corazén del
ratén transgénico que sobreexpresa TG,
pero tratado en forma sistémica con un
inhibidor de calcineurina, la ciclosporina
(CsA, 15 mg/kg dos veces al dia). Ambos
experimentos demuestran que la calcineu-
rina juega un pape! importante en el desa-
rrollo de la hipertrofia cardiaca. Figuras
extraidas de la referencia 44.

previnieron completamente la dilatacién cardiaca
(Figura 7B)47, La expresion de un NFAT3 mutante,
que carece del extremo regulatorio N-terminal y, por o
tanto, es constitutivamente activo, también fue capaz
de inducir hipertrofia en ratones transgénicos, mientras
que la expresion de un NFATS tipo silvestre en el cora-
z6n no condujo a hipertrofia®s. Los resultados obteni-
dos con estos ratones fransgénicos apoyan el modelo
en que las senales hipertréficas, incluyendo la sobre-
expresién de la tropomodulina, activan las sefiales
dependientes de Ca®*/CaM via la calcineurina, que a
su vez desfosforila y activa al factor transcripcional
NFAT3, responsable de la expresion de los genes
hipertréficos.

El posible uso terapéutico de CsA para controlar ia
hipertrofia cardiaca ha sido controversial. La administra-
cion de CsA para prevenir la hipertrofia cardiaca en

modelos animales ha generado resultados que varian
desde la inhibicién completa de la hipertrofia a poco o
ninguin efecto®. La razén de estas variaciones no esta
clara y se las atribuye a diferencias de los procedimien-
tos quinirgicos para inducir sobrecarga de presion y a
variabilidad en los regimienes de aplicacion del
farmaco?S. Tampoco han sido clarificadores los resulta-
dos del tratamiento con CsA en pacientes, ya que se ha
comprobado que pacientes tratados con CsA pueden
desarrallar hipertrofia, pero no se sabe si esta hipertro-
fia se desarrolla con la misma intensidad en presencia o
en ausencia de CsA%5.

Aungue la activacién de NFAT3 es suficiente para
inducir hipertrofia, atin no se conace si todos los efec-
tos de la calcineurina son mediados por la activacién
de NFATS. Este aspecto es particularments importan-
te para disefiar futuros farmacos para la terapia de la
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hipertrofia. Otro posible candidato como blanco de la
accién de la calcineurina son los factores transcripcio-
nales MEF2 ("Myocyte Enhancer Factor-2"), respon-
sables de la regulacion de muchos genes cardiacos
relacionados con la hipertrofia. Los MEF2 se identifi-
caron inicialmente en misculo, pero luego se detectd
una alta expresion en neuronas, células T y fibroblas-
tos49. La familia MEF2 est4 compuesta de 4 factores
transcripcionales que se denominan MEF2 (A-D) y se
unen al DNA como homao o heterodimeros, existisndo
preferencia por formar algunos heterodimeros especi-
ficos. En musculo esquelético y cardiaco de rata,
donde se expresan MEF2A, C y D, sélo se forman
heterodimeros MEF2A-C y MEF2C-D%C. Se han infor-
mado diferentes acciones de MEF2, entre las que se
cuenta la regulacion de la hipertrofia cardiaca patolé-
gica®!. Se ha demostrado que la calcineurina activa a
MEF2, pero no se sabe si esta activacion es mediada
por un efscto directo o indirecto de la calcineurina
sobre el MEF245,

Calmodufina kinasa (CaMK). Las CaMKs, o proteinas
kinasas dependientes de Ca?*/CaM, también han
sido implicadas en la transduccién de las sefiales
hipertréficas en cultivos de cardiomiocitos (Figura
6)35:51, Hasta la fecha existen descritas tras CaMKs,
las altamente homdlogas GaMKI y CaMKIV y la multi-
mérica CaMKI152, Las CaMKs fosforilan un amplio
repertorio de sustratos y son activadas por wna cas-
cada de-proteinas kinasas de una manera muy
similar a la cascada de las MAPKs52, La CaMKIl es la
forma méds predominante en al corazén y esta codifi-
cada por 4 genes (o, B, vy 8}, existiendo ademds
otras variantes generadas per “splicing” alternativo en
los transcritos de estos genes?5:53. Las isoformas a y
B de la CaMKIi se encuentran sélo en cerebro, y las
isoformas y y & se han detectado en corazén de
ratas4,

La activacion de CaMKI, I y IV indujo la expresién
de genes marcadores de hipertrofia en cultivo de car-
diomiocito, y la inhibicion de las CaMKs con KN-62,
bioques la hipertrofia en respuesta a ET-150.54-56 | 5
expresion de CaMKIV constitutivamente activa en
corazones de ratones transgénicos resuité en res-
puesta hipertréfica que progresa a disfuncién cardia-
ca%!. Sin embargo, la CaMKIV parece no ser la
kinasa responsable de la hipertrofia, debido a que no
es la isoforma predominante en cardiomiocito y
podria imitar la actividad de otra isoforma de CaMK.
Se ha informado que la actividad da la CaMKIi esta
aumentada en corazones hipertréficos de ratones
transgénicos con sobreexpresion de CaM, sugifiendo

qgue la CaMKH es la responsable de activar la res-
puesta celular hipertréfica en cardiomiocitos®”.

La activacién de CaMK Il indujo ia expresion del
gen marcador de hipertrofia, el factor natriurético auri-
cular (ANF), en cultives de cardiomiocitos, sin embar-
go no activd una respuesta hipertréfica completa®®,
Debido a que la via transduccional dependiente de
CaMK es sélo una de las vias inducitoras de hipertro-
fia, una importante pregunta es como se integran
todas estas vias transduccionales responsables del
fenotipo hipertréfico. Aparentemente la via CaMK
podria modular la sensibilidad de! cardiomiocito a
otras vias relacionadas con hiperirofia, lo que queda
de manifiesto a través de la potente sinergia en la
generacién de hipertrofia que existe entre las vias
CaMK/calcineurina5! y CaMK/MAPK®?, La evidencia
inicial de la molécula blanco rio abajo para CaMK
viene de una linea de ratones transgénicos llamados
“MEF2 sensor mice” (ratones sensores de MEF2).
Estos ratones contienen un gen reportero B-galactosi-
dasa (B-gal) bajo al control de la secuencia de con-
senso de unidn al factor transcripcional MEF25', En
los ratones sensores de MEF2, el gen reportero con
sitio de unién MEF2-B-gal, se expresé sélo en un
nivel basal, pese a la abundancia de MEF2 en los
cardiomiocitos. Cuando estos ratones sensores de
MEF2 se cruzaron con ratones gue expresaban
CaMK constitutivamente activa, la actividad del gen
reportere con sitio de unién MEF2-B3-gal aumentd mas
de 100 veces, sin cambios en la cantidad de MEF2 o
en su afinidad de unién al DNA (Figura 8)5'. Por lo
tanto, Ia CaMK 1l seria ia responsable de la fosforila-
¢idn y activacion de MEF2.

Recientemente Lu y cols, demostraron que el cre-
cimiento hipertréfico de los cardiomiocitos en res-
puesta a suero ¢ fenilefrina se acompana de la
activacién de MEF2 dependiente de CaMK y MAPK.
La CaMK estimula la actividad de MEF2 al disociar a
una desacetilasa de histona tipo Il (HDACs) del sitio
de unién a DNA®?, Sin embargo, las MAPKs también
activan a MEF2 por fosforilacién (Figura 8)61. Por ello
estos investigadores han concluido que MEF2 es el
eslabén final del programa hipertréfico en los cardio-
miocitos y que este factor transcripcional media las
respuestas transcripcionales sinergisticas de los sis-
temas de transduccién CaMK y MAPKEO

CONCLUSIONES

El uso combinado de la manipulacién mecénica/quirar-
gica y genetica de los animales de experimentacion, y
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CaMKIV Expresion relativa de 8-gal

50 100 150

WT

Figura 8. Activacion in vivo de MEF2 por calmodulina kinasa (CaMK). a) Induccidn de la actividad MEF2 por CaMKIV en corazon
intacto. El ratén sensor de MEF2 corresponde a un ratdn transgénico que expresa el gen de la B-galactosidasa (B-gai} controlado por
un promotor activado por MEF2. El ratén sensor de MEF2 se cruzd con un ratén tipo silvestre (WT), con un ratén transgénico que
sobreexpresa el gen de la CaMKIV controlado bajo el promotor de aMHGC (CaMKIV}, y con un ratdn transgénico que sobreexpresa el
gen de la calcineurina controlado bajo el promotor de oMHG (CNj). Las crias se sacrificaron a las 8 semanas y los corazones se tifie-
ron para medir la expresién de B-gal. La cruza con un ratén tipo silvestre origind un corazon sin actividad de B-gal, medida como pig-
mentacién azul (figura inferior izquierda); a cruza con el ratén CN origind un corazén con actividad esporddica de B-gal, observable
como manchas azules distribuidas en el tefido cardiaca (figura inferior derecha); la cruza con el ratén CaMKIV originé un corazén con
alta actividad B-gal, observable a través de su intensa coloracién azul (figura superior derecha). Los corazones ds los ratones resul-
tantes de las cruzas del ratén sensor de MEF2 con CN y CaMKIV presentan hipertrofia cardlaca. b) Se midio ia actividad de 3-gal en
extractos de los corazones descritos anteriormente. La actividad enzimatica de B-gal se correlaciond con la Intensidad de las tincio-
nes de los cortes histoldgicos del panel a). De estos resultados se concluye que para la activacidn del factor transcripcional MEF2 se
requiere la activacion de la CaMK, y que ambos faclores son parte del mecanismo de transduccién de la sefal hipertréfica. Las figu-
ras se obtuvieron de la referencia 50.

con el usa de inhibidores quimicos farmacolégicos, ha
ayudado a dilucidar gran parte de las vias transduccio-
nales involucradas en el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca compensatoria, de la hipertrofia cardiaca

en el desarrollo de la hipertrofia e insuficiencia cardia-
cas. Nuestra comprensién del fenémeno hiperirdfico
cardiaco permite visualizar varias vias transducciona-
les que activan numerosos factores transcripcionales,

patolégica y el remodelamiento cardiaco. A pesar del
desarrollo significativo gatillade por el uso de los ani-
males transgénicos y de adenovirus modificados
genéticamente, todavia quedan muchos aspectos
moleculares que necesitan dilucidarse para compren-
der a cabalidad los complejos mecanismos implicados

que finalmente expresan los genes responsables del
proceso hipertréﬁcd. 8in embargo, recién se estdn
empezando a vislumbrar los mecanismos por los cua-
les las distintas vias conversan entre si. Sélo
entendiendo la compleja interrelacién de las mdiltiples
vias transduccionales se podran definir los mejores
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blancos farmacolégicos para disefar farmacos (tiles
en la prevencién o control del proceso hipertréfico. En
estos momentos éste es el corazdn del problema ds la
hipertrofia cardiaca.
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