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La apoplosis junto a la parapiosis y la necrosis constituyen las principates formas de muente celular conocidas hasta fa
fecha. La apopiosis se caracteriza por una disminucidn del volumen celular y formacidn de “cuerpos apopléticos”, man-
teniendo fntegra la membrana plasmética, evitando asi el vaciamiento del contenido intracelular y ef desarrallo de un
procesa inflamalorio. En el cardiomiocita se han descrito dos vias apopldticas: la tipo | (extrinseca o mediada a través
de receptores de muerte) y la tipc i {intrinseca o mitocondrial). Ambas vias convergen en la caspasa 3, que &s Ia res-
ponsable de la efecucidn final de la apoplosis.

Existe apoplosis en varias enfermedadas cardfacas, como por ejemplo en la insuficiencia cardlaca de origen isquémico
¥ no isquémico, en el infarle al mivcardio y en las arritmias. Debido a que fos cardiomiocitos son incapaces de profife-
rar, su muerte conduce a la pérdida de masa cardfaca, disminucidn de fa capacidad contrdetil del miocardio y
remodalamisnto.

Dado que la apoptosis del cardiomiocito contribuye directamente a un deterforo funclonal irmeversible def corazdn y
favorece el desarroflo de diversas cardiopatias, el conocimiento de sus mecanismos y blances moleculares proporcio-
nard novedosas estralegias terapdulicas para la pravencion y tratamientc de las diferentes cardlopalfas.

Molecular Mechanisms of Cardilomyocyte Apoptosis
and their Pathological and Terapeutical Perspectives

Apoptosis, paraptosis and nsecrosis are known as the main pathways of cellular death. Apoptosis is charactenzed by celf
shrinkage, formation of “apoptotic bodiss”, plasmatic membrane blebbing with no liberation of the intracellular contert,
and without the development of an associated inflammalory process. In cardiomyocyles twe apoplolic pathways are
described: type | (extrinsic or death receptor-mediated) and type |l {intrinsic or mithochondrial). Both pathways converge
downsiream with the activation of caspase 3, which is responsible of final execution of apopiosis.

Apoptosls Is described in sevaral cardiac diseasas, such us ischemic and non ischemic hear failurs, heart infarct and
arrhythmia. Because cardiomyocyles are unable to profiferals, their death preduce cardiac mass loss, decrease in the
myocardium conlractile capacily and remodelling.

Since cardiomyocytes apoplosis produces irreversible functicnal heart injury and facilitates the development of different
heart diseases, the elucidation of both its mechanisms and maolecular targats will give insights to devalop new therapeu-
tic strategies to prevent and control cardiovascular diseases.



La palabra griega apoptosis fue acufiada por Karr,
Wyllie y Currie en 1972 para dascribir la relacion
entre la caida de las hojas y su observacion de la pre-
sencia de muerte celular programada en los tejidos!.
La apoptosis junto a la paraptosis y la necrosis consti-
tuyen las principales formas de muerte celular
conocidas hasta la fecha?. Iniciaimente, la apoptosis
se definié en forma morfoldgica en las células euca-
riontes por la disminucién del volumen celular,
condensacion de la cromatina, formacidn de “burbu-
jas” en la membrana plasmatica y de “cuerpos
apoptdticos” (Figura 1). A diferencia de lo observado
en las células necrdticas, las células apoptéticas
mantienen integra su membrana plasmética, evitando
asi el vaciamiento del contenido intracelular y el
desarrollo de un proceso inflamatorio3.
Bioquimicamente la apoptosis, o muerte celular pro-
gramada, se ha definido como un procaso regulado
genéticamente y dependiente de energia, en el que la
propia célula decide y sjecuta su autodestruccion ("suici-
dio celular”), conduciendo a su eliminacion selectiva, sin

dafio alguno a las células vecinas?. Este proceso se ha
mantenide indemne a lo largo de la evolucidn, observan-
dose que los mecanismos moleculares son idénticos en
bacterias, hongos, células vegetales y eucariontes?,

La normalidad es una sostenida condicién biologi-
ca de todos los organismos vives, los cuales ponen
en marcha complejos sistemas de autorregulacion
para mantenerla. El desarrollo normal de los organis-
mos refleja la misma condicién, representando un
admirable equilibrio entre procesos de proliferacion
celular, diferenciacidn y muerte celular por apoptosis
los que conducen a la formacidn del organismo nor-
mal completo, el cual conserva la potencialidad de
dichos procesos. Estos estan dirigidos por una combi-
nacidn de genes con expresién interna y de sefiales
extracalulares, tales como factores de cracimiento,
citoquinas o contacto célula-célula. Cuando se rompe
esta homeostasis por proliferacion excesiva, blogueo
de la diferenciacion, o falla en la muerte celular, se
producen procesos celulares v tisulares anormales
(neoplasias, insuficiencias organicas, etc.).
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Figura 1. Diferencias morfolégicas y bioguimicas entre apoptosls y necrosls. Las células normales pueden morir a través de necrosis
y apoptosis. El proceso necrético implica basicamente un hinchamiento celular con ruptura y vaciamiento del contenido citoplasmati-
co al entorno. Esto genera un proceso inflamatorio en el sitio de la necrosis. El proceso apopldtico se caracteriza por una compacta-
cidn celular, con fragmentacién celular formando cuerpos apoptéticos, manteniendo la estructura de la membrana plasmatica intacta.

Este proceso es programado genéticamente y requiere de ATP. Los restos celulares son fagocitados por macrofages o células veci-
nas sin originar un proceso inflamatorio.
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Figura 2. Etapas del proceso apopt6tico. Este diagrama llustra las cuatro elapas basicas de la via apoptética. Una vez que la célula
ha alcanzado la etapa 2 y las caspasas se han activado, 66 considera que el proceso apoptético es irreversible y la célula no puede
ser rescatada. Después de la etapa 3, ¢i la célula esté cercana a un fagocito y muestra las caracteristicas moleculares correctas,
ésta es englobada y destruida dentro del fagocito. Si la célula no es reconocida, asumird eventualmente una morfologla necrdtica,

generando la asf llamada “necrosis secundaria”.

ETAPAS DE LA APOPTOSIS

En el desarrollo del proceso apoptdtico de cualquier
célula, incluido el cardiomiocito, se distinguen 4 eta-
pas, que ocurren en forma secuencial y progresiva
(Figura 2). Estas etapas son:
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Etapa 1: Estimulacién de la apoptosis. Los estimu-
los inductores de apoptosis en el cardiomiocito son
diversos, entrs los que se cuentan los radicales libres
derivados del oxigeno, factores de crecimiento, ciertas
citoquinas especificas (Fas-ligande y TNFa), el estrés
mecanico inducido por estiramiento u osmolaridad, la

353



administracién de algunos farmacos antineoplasicos
(doxorrubicina), metabolitos derivados de esfingolipi-
dos (ceramida) y péptidos vascactivos como
angiotensina 1159, Llama la atencién que algunos de
estos estimulos medien tanio las respuestas de creci-
miento como la de supervivencia del cardiomiocito?®,

La pérdida y recuperacion stbita de flujo sangui-
neo (isquemia y reperfusién) y otras fuentes de estrés
oxidative son también poderosos inductores proapop-
téticos en el cardiomiocito. Entre las principales otras
fuentes de estrés oxidativo, se puede mencionar a la
hipoxia, ceramidas y doxorrubicina; todos estos esti-
mulos por si solos no inducen apoptasis, sino mas
bien causan un desbalance redox intracelular que
lleva finalmente a apoptosis® 1.

Algunas citoquinas (TNFuo, IL-13 e IFNy) son proa-
poptéticas por generar dxido nitrico (NO) a traves de
la induccién de la éxido nitrico sintasa del tipo induci-
ble (iNOS). La cogeneracién del NO y del anién supe-
réxido en la mitocondria conduce a la produccién
localizada de peroxinitrito y liberacién del citocromo ¢,
generando como efecto neto una mayor apoptosis. El
papel del NO en la apoptosis ha sido controversial ya

que, dependiendo de la concentracion, se comporta
como un agente anti-apoptdtico {a través de la inhibi-
cién de caspasas por nitrosilacién) o pro-apoptético
(activacion de la poli (ADP-ribosa) polimerasa)®!%:13,

Etapa 2: Respuesta apoptdtica intracelular. A simili-
tud de otros tipos celulares, los cardiomiocitos poseen
toda la maquinaria intracelular esencial para el inicio ¥
ejecucién de su autodestruccién’. Los mecanismos
moleculares que regulan la apoptosis del cardiomiocito
estan recién comenzado a dilucidarse.

En la Figura 3 se muestran los eventos intracelula-
res esenciales del proceso apoptético en el cardio-
miocito. Se distinguen dos vias transduccionales
independientes que, dependiendo del estimulo, pue-
den interconectarse'+*. Estas vias son:

« Tipo | (extrinseca o mediada a través de recep-
tores de muerte). Esta via es activada por ligan-
dos externos gue se unen a receptores de muerte
localizados en la superficie del cardiomiocito. Fas,
también conocido como APO-1/CD95, y el receptor
para el factor de necrosis tumoral tipo 1 (TNFR1)
son los prototipos de esta clase de receptores. Una

Figura 3. Vias de aclivacion del proceso apoptélico. La apoptosis del cardiomiccito es activada princlpalmente por dos vias: la de tipo |,
conocida tambisn como via extrinseca o madiada a través de receptores de muerte; y la de tipo I, conocida también como extrinseca o
mitocondrial. Aungue la activacion de las dos vias son diferentes, ambas convergen en un dnico evento final, la activacion de la caspasa 3.
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vez activados, interactian fisicamente con otros
elementos transduccionales a través de los “domi-
nios de muerte”, secuencias de aminodcidos espe-
cificas indispensables para la interaccion entre las
distintas proteinas apoptélicas intracelulares. Estas
asociaciones de proteinas conducen al recluta-
miento y activacién de proteasas intracelulares
especificas conocidas como caspasas’ 13,

La unién del Fas ligando (FasL) o del TNF-a a sus
receptores, conduce a la activacitn de la caspasa-
8 (Figura 3). La activacion de esta proteasa gatilla
una cascada proteolitica que conduce finalmente
a la activacién de la caspasa-3, ejecutora final del
autodesmantelamiento celular®13,

Tanto Fas como TNFR-1 se expresan en el cardio-
miocito, los que se inducen por hipoxia, reoxigena-
cién, 6xido nitrica (NQ) y peréxidos. Sin embargo,
los antecedentes disponibles sugieren que esia
vfa no juega un papel critico en la decision de acti-
var la apoptosis del cardiomiocito'.

Tipo 1l {(intrinseca o mitocondrial). Diversos estu-
dios han demostrado que la mitocondria cumple un
papel pivotal en la apoptosis en diversos tipos celu-
lares dado que contiene un vasto arsenal de sustan-
cias, altamente letales, que inician la apoptosis
cuando se liberan al citosol'#. Entre estas substan-
cias se cuentan el citocromo ¢, el factor inductor de
apoptosis (AlF), endonucleasa G y las proteinas
Smac/Diablo. El citocromo ¢ junts.a la caspasa-8 y
la proteina APAF-1 (factor 1 que activa proteasa
apoptética) se requieren para la activacién de la
caspasa-3, proteasa critica en la ejecucién de las
etapas tardias de la apoptosis'4.

Se ha estimado que hace 2 billones de anos atras,
los antecesores de las actuales células eucarion-
tes establecieron una asoclacidn endosimbidtica
con antecesores bacierianos particulares, origi-
nando una célula protoeucaridtica en la que esa
bacteria derivé a las mitocondrias actuales. Esta
particular asociacidn trajo ventajas evolutivas
importantes a ambos integrantes dado que les
permitié obtener energla utilizando el oxigenc de
la atmosfera terrestre, el cual era tdxico para la
mayoria de las formas de vida. Una vez que este
nuevo organismo simbidtico se establecid en el
mundo aerdbico, la decisién de vida o muerte
quedé controlada en la protomitocondria. Hoy en
dia se postula que los crigenes endosimbioticos
de la mitocondria v la evolucién del metabolismo
aerdhico constituyen las bases evolutivas de la
muerte celular programada en las actuales células
eucariontes'?. Los cardiomiocitos y miocitos

esqueléticos poseen comparativamente mas mito-
condrias gue otros tipos celulares, por lo que esta
via transduccional cobra gran importancia en el
desarrolio de la apoptosis.

La via apoptética tipo |l se activa en el cardiomio-
cito en respuesta a la privacién de suero y gluco-
sa, estrés redox y actiyacion de receptores
dependientes de Gouq. Esta mayor vulnerabilidad
del cardiomiocito no es extrapolable al miocito
esquelético, dado que estas Lltimas células care-
cen de Apaf-1 y no experimentan muerte celular
dependiente de citocromo ¢'16.17,

Durante la apoptosis, la integridad de las membra-
nas mitocondriales externa e intema se altera, con-
duciendo a la pérdida de potencial interno y a la
liberacion de proteinas proapoptdticas al citoplasma
celular, Por mecanismos aln desconocidos, el cito-
cromo ¢ se libera desde la mitocondria y forma el
apoptosoma, un complejo integrado por la procas-
pasa-9 y su cofactor APAF-1. En presencia de ATF,
se aclivan secuenciaimente el apoptosoma, la cas-
pasa-9 y la caspasa-31418 (Figura 3).

La liberacion de citocromo ¢ es critica para la for-
macién del apoptosoma, existiende delicados y
complejos mecanismos reguladores para su libe-
racién. Aunque se desconocen los mecanismos
exactos de como sucede este evento, hay eviden-
cias que muestran el poro de transicion de per-
meabilidad mitocondrial (MPTP, un gran canal no
selectivo ubicado en la membrana externa mito-
condrial) juega un papel clave. La apertura de
este poro resulta en una répida pérdida de poten-
cial de membrana, hinchazén de la mitocondria,
liberacion del citocromo ¢ y muerte celular por
apoptosis. Los inhibidores farmacologicos del
MPTP actiian como potentes bloqueadores de la
liberacion del citocromo y de la apoptosis. Sin
embargo, la salida del citocromo ¢ también puede
ocurrir en ausencia de pérdida del potencial de
membrana, es decir cuando el poro se encuentra
cerrado. Estos antecedentes han sugerido que &l
MPTP no es sl Gnico responsable de la liberacion
de citocromo ¢ desde la mitocondria!3.18,

Las proteinas de Ja familia Bel-2 son importantes
reguladoras de la apoptosis a nivel de la mitocon-
dria, controlando la integridad de su membrana,
Se subdividen en tres subfamilias, una antiapopté-
tica y las otras dos proapoptoticas. Algunas protei-
nas Bcl-2 se asocian con proteinas del poro
MPTP y regulan la liberacién del citocromo c. Los
miembros proapoptéticos y antiapoptéticos de la
familia Bcl-2 se asocian y neutralizan entre s, de
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manera que el balance relative de estos efectores
determina la decisldn entre la vida y la muerte
celular'9-21. En el cardiomiacito, algunas proteinas
Bcl-2 son requladas a nivel transcripcional, mien-
tras que otras se modulan post-transduccional-
mente ya sea por fosforilacion, degradacion o
cambios en su distribucién subcelular.

En diferentes formas de estrés miocérdico, tales
como exposicién al éxido nitrico, lipopolisacérido
(LPS), sobrecarga hemodinémica, estiramiento
mecanico e hipoxia-reoxigenacién, los niveles de
las proteinas Bcl-2 pro y antiapoptéticas se modifi-
can. La razén protefnas Bel-2 proapoptéticas/antia-
poptéticas aumenta en células apoptéticas debido
al incremento en los niveles de proteinas proapop-
toticas y a una disminucion de los niveles de las
antiapoptéticas!.

Eiapa 3: Cambios bioquimicos y morfoldgicos. Las
principales caracter(sticas bicquimicas de la apoptosis
son la fragmentacin internucleosomal del DNA y la
activacion de las caspasas (Figura 2). El DNA es
degradado por DNasas enddgenas, las cuales cortan
la region internuclecsomal del DNA de doble hebra,
generando fragmentos de DNA de 180-200 pares de
bases. Las enzimas responsables de fal fragmentacion
durante [a apoptosis son el factor de fragmentacidn del
DNA (DFF40), ja DNasa activada por caspasa (CAD) y
NUC70. Estas enzimas son activadas selectivamente
por la caspasa-3 u otras caspasas®?.

La activacién de las caspasas es un paso esencial
en el proceso apoptdtico. Estudios genéticos y bioqui-
micos sugieren que ia activacion de Jas caspasas es
determinante para la ocurrencia del fenotipo apoptoti-
co de muene celular. La activacion de estas protea-
sas ocurre, principalmente, a través de dos vias: en
una via estan involucrados los receptores de muarte
y en la otra la integridad de la mitocondria y la libera-
cion del citocromo ¢ desde este organelo® 22,

Debido a que el criterio bioguimico y genético
varia de un tipo celular a ofro, el criterio morfologico
es el pardmetro mas consistente para definir apopto-
sis. Existan 5 caracteristicas morfoldgicas cardinales:
a) pérdida de estructuras de superficie especializadas
tales como microvellos y regiones de contacto, de
manera que las células llegan a ser lisas, redondas y
aisladas de otras células; b} reduccidn del volumen
celular asociado con disrupcidén de membrana y com-
pactacion de la cromatina; c) conservacién de la inte-
gridad de los organelos citoplasméticos (la
mitocondria no se rompe como en la necrosis; hay
una dilatacién transitoria del reticulo endoplasmatico

liso y fusién de cisternas con la superficie celular); d)
condensacién de la cromatina bajo la membrana
nuclear {la forma del nicleo sufre una distorsién simi-
lar a la de la célula); y ) formacién de cuerpos apop-
téticos3-22.

Etapa 4: Reconocimiento y eliminacién de los
cuerpos apoptdticos por los fagocitos. Los cuer-
pos apoptéticos son tipicamente redondos u ovales,
extremadamente variables en lamafic y estén disper-
sos en los espacios intercelulares. Debido a que los
cuerpos estdn rodeados por membrana, ellos no
atraen a linfocitos neutréfilos. Una caracter(stica
importante de la apoptosis es que ella induce muerte
celular sin inflamacién. Las células sobrevivientes se
organizan pare que el tejido no sufra desorganiza-
cién, a pesar de la eliminacion de un gran nimero de
células. Se requiere un reconocimisnto no inmunolé-
gico por los fagocitos para distinguir a los cuerpos
apoptéticos de las células vecinas. La membrana
plasmatica de cualquier célula normal se caracteriza
por estar formada por una bicapa lipidica asimétrica,
en la que el contenido de fosfatidilserina s mayor en
la cara intema que la externa. Esta desigual distribu-
cign de este fosfolipido se invierte en las células
apoptéticas y ellas constituyen sefales de Feconoci-
miento para que los fagocitos las remuevan en forma
rapida y eficiente, sin liberar los contenidos celulares
potencialmente toxicos. Ademds, los fagocitos adop-
tan un fenotipo que tiende a suprimir la inflamacién y
promueve la reparacion selectiva sintetizando y
secretando factor de crecimiento transformanta tipo B
(TGF-B)322,

De todo lo expuesto antariormente, s& concluye la
gran complejidad del proceso apoptético, en el cual, a
pesar de tratarse de un proceso evolutivamente muy
conservado, no podemos definir por completo rutas
universales de induccién o inhibicién, por lo que cada
tejido y sistema celular tendrd mecanismos propios
de muerte celular programada, aunque entre ellos
haya ciertos elementos comunes. Por lo mismo, los
disefios terapéuticos basados en la apoptosis debe-
ran considerar muy especialmente el tipo de célula al
que van dirigidos.

ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DE LA MUERTE CELULAR
PROGRAMADA EN EL CORAZON

Le destruccién controlada de ciertas células cumple
una funcién vital en la etapa de formacién de los dis-
tintos érgancs durante el desarrollo fetal, asi como
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también en la mantencion de la homeostasis tisular
en los seres vivos adultos. Igualments, en los seres
pluricelulares en respuesta a distintas formas de
estrés patoldgico, este programa suicida se activa y
ajecuta, permitiendo la supervivencia e integridad del
organismo y |as especies®.

Sin embargo, cuando el proceso apoptdtico se
desregula y no esta adecuadamente balanceado con
la proliferacién celular (como le que ocurre an el mio-
cardio adulta), se altera la homeostasis tisular, desa-
rrollandose distintas patologias.

Los cardiomiocitos también experimentan muerte
celular programada en respuesta a una amplia varie-
dad de estimulos nocivos, a pesar de que ellos han
perdido evolutivamente la capacidad para proliferar
en su etapa adulta. Esta singular caracteristica biclo-
gica propia del cardiomiocito conduce a un deterioro
funcional irreversible del corazon y favorece el desa-
rrollo de diversas cardiopatias®*25, La existencia de
apoplosis en el corazén humano ha sido documenta-
da en varias enfermedades cardiacas, entre las que
se destacan la insuficiencia cardiaca de origen isqué-
mice y no isquémico, el infarto al miocardio y las arrit-
mias?426-28 | 5 coexistencia de otras formas de
muerte celular, como la necrosis, también se ha
observado en miocardios infartados, repsrfundidos o
insuficientes?2,

ViAS TRANSDUGCIONALES
EN LA APOPTOSIS DEL CARDIOMIOCITO

Las células responden a varios estimulos activando
una o mas vias de sefializacion intracelular. Una de
las vias que ha sido mas ampliamente estudiada por
su participacion en la apoplosis es la via de las pra-
teinas kinasas activadas por mitégenos (MAPKs).
Estas kinasas corresponden a una serie de proteinas
que regulan por fosforilacién a un conjunto diverso de
sustratos que controlan la transcripcidn de genes y la
sintasis da proteinas. Las MAPKs se dividen en tres
subfamilias: las proteinas kinasas activadas extrace-
tularmente (ERK), las prateinas activadas por estrés
(JNK) y las proteinas kinasas p38 {p38-MAPK)
(Figura 4)2°. Estudios recientes relacionan a las
MAPKs con la apoptosis, pero los papeles precisos
de las tres principales vias en la regulacién de la
apoptosis no estan claros y dependen dal tipo celular
espacifico®®-33,

Las MAPKs cardiacas, especialmente en el car-
diomiocito, se aclivan por diversos estimulos tanto Jn
vivo como in vitro (Figura 4). Sin embargo, el papel

que cumple cada una de ellas en la apoptosis del car-
diomiocito aln no esté del todo claro®.

La subfamilia ERK, que comprende a las ERK1/2
y ERKS, es necesaria para la sefializacién antiapop-
totica @ hipertréfica del cardiomiocito. Su papel en la
hipertrofia. es méas controversial que en la apoplosis.
Este sistema transduccional protege al cardiomiocito
de la apoptosis, inhibiendo a los componentes de la
magquinaria de muerte celular y/o aumentando la
transcripeién de genas antiapoptéticos33.34. Las
acciones cardioprotectoras del IGF-1 se transducen
parcialmente a través de esta via, donde su activa-
cion controla a diversos factores transcripcionales
que regulan la expresion de proteinas antiapoptéticas
{Figura 4)35,

p38-MAPK y JNK rasponden a astimulos fisioldgi-
cos tales como calor, agentes quimicos, estrés oxida-
tivo v osmdtico, pH, hipoxia, privacién de factores da
crecimiento y radiaciéon UV. Las vias reguladas por
ostas proteinas kinasas contribuyen de manera
importante a la apoptosis, pero dependen del estimu-
lo y del tipo celular. Por ejemplo, la apoptosis en res-
puesta a privacion de factores de crecimiento activa a
p3s-MAPK més que a JNK31.35.38

La activacion especifica de la via JNK en el car-
diomiocito induce caracteristicas tipicas de hipertro-
fia, mientras la co-activaciéon de las vias JNK y
p38-MAPK inducen altaraciones fenolipicas caracte-
risticas de la apoptosis. La activazion de la via JNK,
por sf sola, no es suficiente para inducir la apoptosis
en el cardiomiocito®?. El mecanismo por el cual JNK
induce apoptosis no ha sido alin aclarado. La activa-
cidn de esta via por hipoxia se ha asociado a la acti-
vacién del factor transcripcional p53 y apoptosis. Sin
embargo, otros invesligadores sostienen que p53 no
participa ralevantemente en la muerte celular induci-
da por hipoxia®426,

El papel de p38-MAPK en la apoptosis del cardio-
miocito es paradigmética pues depende de la isofor-
ma que se active en funcién del estimulo extracelular
si p38-MAPK induce o protege de la apoptosis3337,

REGULACION DE LA APOPTOSIS DEL CARDIOMIOCITO

Se ha observado que en pacientes con insuficiencia
cardiaca hay una actividad aumentada del sistema
nervioso simpatico. La norapinefrina (NE), el principal
transmisor del sistema nerviosc simpdtico, actia a
través de los receptores o y B3 adrenérgicos. Estos
raecepiores estdn acoplados a proteinas G y se han
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Factores de sobravivencia:

/ Compactacién celular Fragmentacién
Formacién de cuerpos del DNA

apoptéticos

Figura 4. Cascada transduccional de la apoplosis. La activacion de la apoptosis via los receptores de muene activa directamente a la caspasa By
a una serie de proleinas kinasas, principaimente JNK y cleftas isoformas de p38-MAPK. Algunas formas de estrés, por sjemplo dafio al DNA
inducido por UV o agentes quimioterapéuticos inducen al factor transcripcional p53 que controla la expresidn de protefnas proapoptdticas. Los
faciores de sobrevivendia, por ejemplo IGF-1, cardiotropina-1 y neurregulinas, activan una serie diferente de proteinas kinasas (PKC, ERK 1/2,
PI3K/AKT y olras isoformas de p38 MAPK], traduciéndose en un aumento de la expresidn de las proteinas antiapopidticas Bel-2 y Bek-XL, en una
reprasién da las proteinas proapoptdticas Bax y Bad, y en la inhibicidn del apoptosoma (complejo Caspasa 8-Apaft). El factor de necrosis tumoral
{TNF) no sélo induce la apoplosis a ravés da la activacion de las caspasas By 10, sino que también pusde inhiblr la sefializacién de la apoptosis
lriae1factm‘mu‘pdonaiNF:S,elmmﬂehmﬁmdemﬂmhrﬂﬂmdelasma.?yﬂjlbahmmhdalasmm
ras de la apoptosis y las cardioprotectoras controlard finalmente la activacién de las caspasas 3, 6 y 7, efecloras da la apoptosis.
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identificado al menos § subtipos38, Estudios farmaco-
légicos in vitro an cultivos de cardiomiccitos han
demostrado que los recaptores B-adrenérgicos regu-
lan la apoptosis, estimuldndola o inhibiéndola38:%8,

Cardiomiocitos de ratas adultas expuastos a NE
por 24 h muestran camblos asociados a la apoptosis.
Los efectos apoptdticos de NE son imitados por ago-
nistas B-adrenérgicos y mediados por activacién de la
proteina kinasa A, requiriéndose ademas la entrada
de Ca?*+ a través del canal de calcio dependiente de
voitaje*?42, Sin embargo, la participacién de la esti-
mulacidén B-adrenérgica en la apoptosis del cardio-
miocito es controversial. Mientras unos afirman qua la
astimulacién B-adrenérgica aumenta la apoptosis,
otros Indican que la inhibe3®. La regulacién de la
apoplosis del cardiomiocito es dependienta del tipo
de receptor B y de la proteina G. Hay evidencias de
que los receptores B,-adrenérgicos estimulan la
apoptosis y que los B, estimulan o inhiben este pro-
ceso3. Por otro lado, los receptores By-adrenérgicos
miocardicos se relacionan més con estimulos apopto-
ticos que con los antiapoptéticos®4,

IMPORTANCIA DE LA APOPTQSIS EN LA EVOLUCION
DE LAS ENFERMEDADES CARDIACAS

Se ha observado que existe apoptosis en varias patalo-
glas cardiacas humanas. La pérdida.de cardiomiccitos
conduce a la pérdida de masa cardfaca, disminucion de
ia capacidad contréctil del miocardic y remodelamien-
10?425, Las patologlas en que méds frecuentemente se
ha detectado apoptosis son:

Infarto al miocardio. El infarto v la isquemia al mio-
cardio representan lag principales eficlogias para el
desarrollo de insuficiencia cardiaca congestiva. La
pérdida inicial de cardiomiocitos en el sitic infartado
es producto de procesos apopiéticos yfo necréticos.
Se ha observado que la apoptosis no sdlo asta cir-
cunscrita al sitio del infarto, sino que también afecta a
los cardiomiocitos de las regiones peri-infartadas. Se
genera un circulo vicioso de "suicidio celular® en
donde el procesc apoptético es protagonista del
empeoramilento de la funcién cardiaca®46,

Hipertrofia ventricular. La insuficiencia cardiaca
puede ser causada por sobrecarga de presién soste-
nida, come es lo que ocurre en la hipertensién arterial
o eslencsis valvular adriica. La hipertrofia ventricular
estd asociada con pérdida de cardiomiocitos por
apoptasis. Aungue no se ha logrado establecer una

relacién causa-efecto entre la apoptosis e insuficien-
cia cardiaca, se piensa que la apoptosis del
cardiomiocito es impertante en la transicion de la
hipertrofia compensada a una descompensada (insu-
ficlancia cardiaca)46-48,

Autoinmunidad. Enfermedades inflamatorias del
miisculo cardiaco conducen a pérdida de cardiomioci-
tos, debido a que las células del sistema inmune
liberan citoquinas proinflamatorias, tal como el TNFa,
inductoras de apoptosis y a que los cardiomiocites
expresan receptores tipe 1 funcionales para esa cito-
quina?4,

Envejecimiento. La edad es un factor de riesgo para
el desarrollo de insuficiencia cardiaca. En modelos
animales se ha observado que la muerte calular, ya
sea por apoplosis o necrosis, aumenta con la edad.
La apoptosis aumenta a medida que se incrementa la
edad*®50, En general, la mayor parte de nuestras
células experimentan apoptosis con el paso del tiem-
po; sin embarge una parte impertante son
reemplazadas por células funcionalas nuevas, de
manara da mantener la homeostasis. Log cardiomio-
citos, al igual que las neuronas, no proliferan y no se
pueden reponer las células perdidas. Por esta motivo
el envejecimiento normal, pérdida celular por apopto-
sis, es un factor importante en el desarrollo de
enfermedades cardiacas?®.50,

AGENTES ANTIAPOPTOTICOS: NUEVAS OPORTUNIDADES
TERAPEUTICAS PARA ENFERMEDADES CARDIACAS

La relevancia de la apoptosis en la pérdida de las uni-
dades funcionales del corazén y su participacion en
enfermedades cardiacas, la han convertido en un
atractivo ¥ potencial blanco terapéutico. La regulacién
de la maquinaria apoptstica es compleja e involucra a
una serie de proteinas especificas y diferentes vias
transduccionales. La busqueda de nuevos farmacos
no ha sido facil y ha estado orientada principalmente
al desarroflc de agentes cardioproteciores que inhi-
ban los mecanismos proapoptdticos o promuevan
sefiales de supervivencia celular®!. Los potenciales

agentes cardioprotectores son (Figura 5):

s [Inhibidores ds ia p38-MAPK. Tal como se mencio-
nd anteriorments, algunas isoformas de la p38-
MAPK participan en la apoptoesis, activandose
especificameante por diversos estimulos apoptoti-
cos32%¥7, En modelos animales se ha cbservado
que el 5B-203580, un inhibidor especifico de la
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Figura 5. Estrategias terapéulicas para prevenir la apoptosis an corazdn. Los principales blancos terapéuticos corresponden a: blo-
queadores B-adrenérgicos, por ejemplo carvedilol; inhibidores de las proteinas kinasas activadas por estrés, por ejemplo SB203580,
inhibidora de p38-MAPK; inhibidores de las caspasas, por ejemplo el andlogo de las proteinas 1APs benzoxicarbonil-valina-alanina-
aspartato-flucrometilcetona; agentes antioxidantes, por ejemplo ascorbato, a-tocoferol, B-caroteno, ubiquinal, vitamina E; y factores
de crecimiento, como el IGF-1.

360

p38-MAPK inhibe la apoptosis inducida por diver-
sos tipos de estrés¥2,

Inhibidores de caspasas. En la mayeria de los
modelos celulares, la actlivacion de las caspasas
ejecutoras (caspasas-3, 6 y 7) juegan un papel
central en la degradacion de distintas proteinas

celulares y en la gjecucién del programa apoptéti-
co. En condiciones normales, estas proteasas
estdn inactivadas por las proteinas inhibidoras de
la apoptosis (IAPs)1423, Se han desarrollado far-
macos que imitan la accién de las IAPs e inhiben
eficientemente la actividad de las caspasas (gj.

Revista Chilena de Cardiologia - Vol 20 N° 4, 2001



Mecanismos moleculares en la apoptosls del cardiomiocite vy sus proyecciones patoligicae y terapéuticas

benzoxicarbonil-valina-alanina-aspartato-fluoroms-
tilcetona)1:5354, Hasta la fecha, se ha demostra-
do la utilidad de estos agentes solo en modelos in
vitro.

Blogqueadores B-adranérgicos. Existen evidencias
de que los agonistas B-adrenérgicos modulan la
apoptosis®-4043 | 3 participacién de los recepto-
res B-adrenérgicos en la apoptosis es compleja,
de manera que los antagonistas desarrollados
como agentes terapéuticos estan dirgidos hacia
subtipos especificos. El carvedilol ha mostrado
interesantes y promisorios resultados, al atenuar
el remodelamiento ventricular por apoptosis, mejo-
rar la sobrevida de paciantes con insuficiencia ear-
diaca & inhibir también la apoptosis inducida por
isquemia-reperfusion38.39.55,

Agentes antioxidantes. En varias patclogias
cardiacas existe un mayor estrés oxidativo intrace-
lular que conduce a la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno y a muerte celular ya sea por
necrosis y/o apoptosis!1.52.56 Distintos agentes
antioxidantes solubles (ascorbato) y lipesolubles
{(c-tocaferol, B-caroteno, ubiquinol, vitamina E)
son potenciales moduladores del procese apoptd-
ticaS7.

Factores de crecimiento. Estos agentes son ver-
daderas sefiales de supervivencia que parmiten al
cardiorniocito resistir a la muerie celular por apop-
tosis. Entre estos agentes estdn. el factor da creci-
miento andlogo a insulina tipo-1 {IGF-1), la
cardiotropina-1 y las neurregulinas, los cuales ate-
nuan la apoptosis del cardiomiocito inducida por
isquemia, privacion de suero, estrés mecanico y
estrés oxidativo (doxorrubicina) y esméticoS.58,
El IGF-1 se produce locaimente en el tejido car-
diace ¢ en forma endocrina por el higado y ejerce
una funcién dual sobre el corazén, estimula la
hipertrofia del cardiomiocito y atenua su apoptosis.
Nuestros estudios y los de otros investigadores en
torno a los sistemas de tranaduccién (ERK, PI3-
K/PKB y p38-MAPK) asociados al IGF-1, han con-
tribuido a comprender cémo este factor protege al
cardiomiocito de la apoptosis58-60, E{ IGF-1
aumenta los niveles de la proteina antiapoptdtica
Bel-2 y disminuye los de la proteina proapoptotica

Bax, reduciendo la apoptosis a nivel de la via
apoptética mitocondrial.

Dado que la apoptosis del cardiomiocito contribu-
ye directamenta a una progresiva falla en la actividad
contractil del miocardio, arritmias y remodelamiento
cardiaco, se estima que el conocimiento de sus
mecanismos y blancos moleculares proporcionard, en
un futuro cercano, novedosas estrategias terapéuti-
cas para la prevencién y tratamiento de cardiopatias,
de gran prevalencia en las sociedades desarrolladas.

La apoptosis constituye, sin duda, uno de los com-
plejos procesos paradigmaticos que la biologia mole-
cular dai sigle XX| debara abordar con entendimiento
cada vez mas integrado u hollstico, estudiando el
papel de todos los genaes y tedas las proteinas al uni-
sono, en simulténea temporalidad, para dilucidar y
comprender como interaccionan estos componentes
dando origen a un todo estructural y funcional. La bio-
logia molecular del siglo XX, de marcado carécter
reduccionista, comienza asl a dar paso a una “biolo-
gia global”, sustentada en los principios homeostati-
cos y de normalidad de Claude Bernard en intima
conjuncién con la “biologla gendmica”, la cual no se
contenta con asignar funciones a genes o a proteinas
individuales sino que busca un conocimiento integral
de la supervivencia y reproduccion de células y orga-
nismos a partir de las interacciones muitiples de
pretainas y genes. Una investigacién gendmica-pro-
tedmica de la apoptosis qua se perfila no solo como
experimental sino, muy especialmente, con caracter
de reflexiva y observacional, basada en preguntas
que permitan generar nuevas hipétesis y terapias,
abre paso a una nueva biomedicina molecular y pre-
dictiva del aparato cardiovascular.
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