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Introduccion. Concepto de apoptosis

Apoptosis es el nombre que Kerr et al propusie-
ron en 1972 para denominar a los cambios morfo-
légicos especificos que sufren las células, con con-
densacién y fragmentacién de la cromatina
nuclear, formacién de vacuolas y cambios citoplas-
maticos asociados, que conllevan un proceso de
muerte celular programada!. La apoptosis supone
en ultimo término la activacién de enzimas proteo-
liticas endocelulares (endonucleasas, proteasas,
caspasas) con gasto energético celular. Todo ello
provoca una extensa fragmentacién por prote6lisis
del ADN cromosémico y la formacion de oligofrag-
mentos de ADN, denominados nucleosomas o
cuerpos apoptdsicos, que son finalmente expulsa-
dos de la célula por exocitosis. Etimolégicamente,
apoptososis (appo-toe-sis) hace referencia al pro-
gresivo descenso o desprendimiento celular que su-
fren los nucleosomas, similar a la “caida de las ho-
jas de un arbol”, que se desprenden desde la célula
al exterior para ser posteriormente fagocitados por
macréfagos u otras células vecinas sin mediar reac-
cién inflamatoria.

La apoptosis es un término que, en los tltimos
afos, ha pasado de ser un completo desconocido a
ser implicado en la mayoria de los procesos fisiopa-
tologicos de dafo celular®?. Su relevancia actual que-
da patente al concederse el premio Nobel de Medici-
na del afo 2002 a los investigadores que sentaron las
bases de la apoptosis en el modelo experimental del
nematodo Caernorhabditis elegans*. De hecho, el con-
cepto global de muerte celular programada no es
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nuevo, ya que fue sugerido por primera vez por Vogt
en 1842, aunque sin demasiada aceptaci6n inicial
por la comunidad cientifica. Posteriormente, este
concepto ha sido recuperado, potenciado y ha sufri-
do una evolucién conceptual importante.

El concepto clasico de muerte celular fue esta-
blecido por Virchoff a mediados del siglo xix al de-
finir la necrosis. Con posterioridad se afadieron
otras variantes morfolégicas de muerte celular,
como la cromatdlisis propuesta por Walter Flem-
ming en el mismo siglo XIX y, posteriormente, la
oncosis® o la misma apoptosis'. De hecho, se obser-
v6 que la capacidad de programar la muerte celu-
lar es una propiedad fundamental de las células
animales®. Aunque inicialmente la apoptosis se des-
cribié y aplicé al campo de la embriologia como
una forma de controlar y modular el desarrollo ce-
lular’, con posterioridad se acepté como un proce-
so mas amplio que entraria en la idea de “muerte
celular programada” o también en el concepto de
“autdlisis o suicidio celular”. De hecho, la apopto-
sis incide en los procesos de control del crecimien-
to, proliferacion, atrofia e hipertrofia celulares e
interacciona en algunos procesos de inflamacién y
desarrollo tumoral. La contraposicién inicial entre
apoptosis y necrosis debe superarse ya que, en rea-
lidad, son procesos de alguna forma complementa-
rios. Actualmente, se considera la necrosis como
el conjunto de cambios degradativos en los que ter-
mina cualquier tipo de muerte celular. Es decir, la
necrosis es la consecuencia de la muerte celular
(fig. 1). Para llegar a la muerte celular se conside-
ran dos tipos de vias:

- La oncosis, en que la célula permeabiliza la
membrana celular, se edematiza, se hincha y esta-
lla. Conlleva un proceso inflamatorio asociado.

- La apoptosis, en que se produce una contrac-
ci6én y fragmentacion celular y del ADN nuclear, sin
respuesta inflamatoria.
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Proceso Apoptosis Oncosis......... Fase preletal
reversible \ /

Proceso -
irreversible Necrosis | ... Fase letal

Figura 1. Interrelacion entre los procesos de destruccion celular:
apoptosis, oncosis y necrosis.

En la tabla 1 se resumen los principales hechos
diferenciales entre apoptosis y necrosis.

Mecanismos generales de apoptosis

El proceso fisiopatoldgico de apoptosis es com-
plejo pero ordenado y bien regulado, con numero-
sas variantes y sistemas de activacién, control y
contrarregulacién, con genes especificos regulado-
res para cada uno de estos procesos. En la apopto-
sis se han definido cuatro fases bien diferenciadas:
a) iniciacién; b) activacién intra o extracelular; c¢)
ejecucion, y d) resolucion.

1. La iniciacién puede ponerse en marcha por
estimulos intra o extracelulares. Entre los primeros
destaca la activacién de proteinas de la familia
BCL-2, especialmente el BAX, que altera la integri-
dad estructural y funcional de la mitocondria, libe-
ra citocromo ¢ al citoplasma, activa la proteasa
APAF-1 y abre el poro de permeabilidad mitocon-
drial (MPP). A la vez, también se activan otras pro-
tefnas de la familia BCL-2 que tienen un efecto
contrario, antiapoptdsico. El resultado final del
proceso dependera de la intensidad del estimulo
inicial y del equilibrio entre los factores pro y an-
tiapoptdsicos. También puede ser muy variable la
velocidad en que se desarrolla todo el proceso.

Tabla 1. Principales diferencias entre los procesos
de apoptosis y necrosis celular

Apoptosis Necrosis

Condensacién nuclear Si No
Respuesta inflamatoria No Si
Fagocitosis No Posible
Edema celular No Si
Volumen celular Disminuido =~ Aumentado
Rotura del ADN Ordenada Al azar
Lisis y liberacién de material

citoplasmético No Si
Membrana celular Fragmentada Lisada
Gasto energético Si No
Activaci6n de proteasas Si No
Capacidad de regresi6n Parcial No
Cronologia de los cambios Lenta Répida
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2. La activacién puede ser extra o intracelular.
Entre los estimulos de activacién extracelular de
apoptosis se ha identificado: a) el TNF u otras cito-
cinas, que actian a través de los receptores de
membrana acoplados al Fas y su ligando (Fas-L) y
activa las proteinas del denominado death domain
(TRADD, FADD y FLICE entre otras); b) factores
tréficos, nutricionales, hormonales o vasoactivos
locales, como la angiotensina, que actdan a través
de receptores especificos de membrana celular (re-
ceptores acoplados a proteinas G), e interaccionan
con las protefnas BCL-2. Esta via puede activar
también el factor nuclear kappa-beta (NF-xB); c)
factores que actdan directamente sobre el ADN ce-
lular, como las radiaciones ionizantes, algunas to-
xinas o farmacos. En este caso, la apoptosis se acti-
va a través del factor inductor P-53 mediante la via
esfingomielina-ceramida; d) alteracién mitocon-
drial directa, mediante alteracién del transporte de
electrones, liberacién de citocromo ¢ o alteracién
del potencial oxidativo. Estos mecanismos activan
los poros de permeabilidad mitocondrial (MPP) y
finalmente las caspasas; e) alteraciones del anclaje
celular, por afeccién de las integrinas, con rapida
desestructuraciéon y convolucién celular. También
se puede producir por lesiones directas sobre la
membrana celular, como la que produce la granzi-
ma B, que se introduce directamente dentro de la
célula y activa la procaspasa 3.

La activacion intracelular de la apoptosis se pro-
duce a partir de las proteinas ICE del death domain
o la proteasa APAF-1, que activan el MPP y a las
caspasas mitocondriales. Existe una gran diversi-
dad de caspasas, mitocondriales numeradas de la 1
ala 9, con dos vias diferenciadas de activacién has-
ta un complejo de activacién final comtn. La acti-
vacion de las caspasas se considera actualmente el
punto clave y sin retorno a partir del cual ya se ac-
tiva definitivamente la apoptosis, sin posibilidad de
contrarregulacién posterior.

3. La ejecucion de la apoptosis se produce por-
que las caspasas activadas u otros factores proapop-
tésicos, como los BAX, los radicales libres oxidan-
tes “ROS” o la ceramida estimulan la activaciéon de
segundos mensajeros intracelulares como el calcio
intracitosdlico. La liberacion de calcio desde los de-
positos en el reticulo endoplasmico eleva la concen-
tracién de calcio intracitosélico [Ca*],. y activa a su
vez las enzimas citosélicas dependientes de calcio
(endonucleasas y proteasas). Las endonucleasas
fragmentan el ADN y las proteasas dafian el citoes-
queleto, lo que produce finalmente rotura del ADN
y desestructuraciéon de la citoarquitectura celular,
con arrugamiento y convolucién celular.
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4. La resolucion de la apoptosis se produce tam-
bién por cambios de la composicién de la membra-
na celular, alteracién de los fosfolipidos con rotura
de membrana y formacién de los denominados
“cuerpos apoptdsicos”. Estos cuerpos apoptdsicos
son especificos de este proceso de apoptosis celular
y se pueden identificar morfolégicamente median-
te microscopia electrénica. Resultan de la fragmen-
tacién nuclear y celular y son finalmente excreta-
dos al exterior de la célula. Con posterioridad son
captados por los macréfagos adyacentes y fagocita-
dos, impidiendo asi una respuesta inflamatoria.

Todas estas fases estan sometidas a mecanismos
especificos o inespecificos de control de regulacién
(inactivacion de Fas o caspasas, formacion de di-
meros apoptésicos o dimeros provida, activacién
de factores transcripcionales) que pueden poten-
ciar o suprimir este proceso®.

Papel de la apoptosis en las enfermedades
cardiovasculares

Al igual que ha sucedido en otros campos de la
medicina, en los tltimos afios la apoptosis ha sido
implicada de manera progresiva en la patogenia de
numerosas enfermedades cardiovasculares. Existen
excelentes revisiones de conjunto en este campo®'3.

Partiendo de las células del sistema cardiovascu-
lar que sufren directamente la apoptosis, cabrfa di-
ferenciar tres gandes grupos de enfermedades:

1. El cardiomiocito, dando lugar a diferentes
miocardiopatias.

2. La célula muscular lisa vascular (CMLV), con
implicacién de vasos coronarios y las arterias y arte-
riolas de la circulacion periférica. Esté afeccién reper-
cutird en la presentacion de hipertensién arterial
(HTA), cardiopatia isquémica y arteriopatia periférica

3. La célula endotelial, implicada junto con la
CHLV en los procesos de arteriosclerosis o en la
formaci6n de aneurismas vasculares.

En la tabla 2 se describen las principales enferme-
dades cardiovasculares en las que se ha implicado el
papel de la apoptosis. El estudio de la apoptosis en
las enfermedades cardiovasculares es complejo debi-
do al bajo recambio celular de las células implicadas
y la relativa rapidez con que se desarrolla el proceso,
lo que lo hace, en ocasiones, indetectable. Para la
deteccion de apoptosis se pueden emplear diversas
técnicas que identifican la presencia de fragmenta-
cién internuclear del ADN y la formacién de cuerpos
oligonucleosomales:

1. Morfolégicamente, mediante estudio con mi-
croscopia electrénica de las células, con identifica-
ci6n de los cuerpos apoptésicos o de las caracteris-
ticas celulares sugestivas de la apoptosis.
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Tabla 2. Principales enfermedades cardiovasculares
en las que se ha implicado el papel de la apoptosis
segun la/s célula/s efectora/s implicadals

Apoptosis de cardiomiocitos
Miocardiopatia dilatada
Hipertrofia miocéardica
Miocarditis
Insuficiencia cardiaca (fases avanzadas)
Rechazo de corazén trasplantado
Corazén hibernado
Postoperatorio de cirugia cardiaca
Sindrome de preexcitacion o bloqueo cardiaco
Envejecimiento cardiaco

Apoptosis de célula muscular lisa vascular
Hipertension arterial esencial
Cardiopatia isquémica
Reestenosis vascular tras angioplastia
Remodelado vascular
Vasculitis y trombosis vascular
Accidente cerebrovascular agudo

Apoptosis de endotelio, macréfagos y/o célula muscular
lisa vascular

Cardiopatia isquémica

Arteriosclerosis

Inestabilidad de placas de ateroma

Sindrome de disfuncién endotelial

Hipertension pulmonar primaria

Apoptosis de células embrionarias
Alteraciones del sistema de conduccién
Persistencia de ductus arteriosus
Valvulopatias
Miocardiopatias hereditarias
Dismorfogénesis cardiaca

2. Mediante técnicas inmunohistoquimicas como
el TUNEL (deoxyribonucleotidil-transferase-mediate-
dUTP-biotin nick-end labeling), o su variante ISEL
(in situ nick translation), que detectan presencia de
fragmentaciéon de ADN'™. Se consideran técnicas
sensibles pero no muy especificas, ya que células
con un elevado indice de transcripcion genética pue-
den dar falsos positivos. Igualmente, se pueden rea-
lizar tinciones para factores proapoptésicos, como
el BAX, o antiapoptdsicos, como el BCL-2 (fig. 2).

3. Mediante estudio electroforético en gel de las
cadenas de ADN, para detectar una posible frag-
mentacién. Se consideran técnicas mas especificas.

4. En los ultimos afios se estan desarrollando
procesos no invasivos de deteccién de apoptosis por
técnicas de imagen mediante ligandos isotépicos
con anexina V¥, cuya implementacién no ha llega-
do atin a nuestro medio.

Apoptosis en la cardiopatia isquémica

En las células cardiacas sometidas a isquemia se
pueden desencadenar procesos tanto de necrosis
como de apoptosis. El significado y los mecanis-
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Figura 2. Tincién inmunohistoquimica con el factor antiapop-
tésico BCL-2 en el miocardio de un paciente afectado de mio-
cardiopatia dilatada. Se aprecia una intensa captacion del reac-
tivo en el citoplasma, el endotelio y el intersticio. Asi mismo, se
observan nucleos apoptésicos desestructurados de gran tama-
fio y con intensa captacién de reactivo (parte superior), compa-
rados con nticleos de tamario y aspecto normal (parte inferior).

mos moleculares de la apoptosis inducida por is-
quemia son muy diferentes segtn el tipo celular
implicado (endotelio, CMLV o miocardio) y tam-
bién segtin cada proceso (isquemia aguda o créni-
ca, arteriosclerosis primaria, arteriosclerosis del in-
jerto coronario, reestenosis y arteriopatias del
trasplante cardiaco)'®.

La isquemia aguda produce, en las zonas centra-
les miocardicas mas afectadas, un claro fenémeno
de necrosis celular. En esta 4rea necrdtica central,
la apoptosis desempefia un papel poco relevante.
Sin embargo, en las zonas periféricas, que reciben
un menor grado de lesién isquémica, las llamadas
“zonas umbral” pueden desarrollar con frecuencia
apoptosis. Su grado depende de la coexistencia de
otros factores asociados. En el infarto agudo de
miocardio se ha objetivado un incremento de apop-
tosis en las zonas preriféricas a las recientemente
sometidas a isquemia miocérdica!’, y que atin son
viables. Es destacable que la reperfusion del rea is-
quémica se asocia a apoptosis, probablemente por
la elevacién brusca de radicales libres y de concen-
tracion de [Ca] i.c. Por ello, se cree que el control de
la apoptosis en la zona de reperfusion es importan-
te y posible, ya que podria disminuir la pérdida de
cardiomiocitos viables en esta zona umbral. Tam-
bién existe apoptosis en dreas de reinfarto'®. Se ha
observado que la inhibicién de la apoptosis miocar-
dica mejora el remodelado cardiaco y la contractili-
dad tras el infarto de miocardio®.

En la cardiopatia isquémica crénica, la apopto-
sis puede intervenir en el proceso progresivo de
pérdida de cardiomiocitos y condicionar una dis-
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funcién ventricular®. De hecho, la mejoria que
ocasionan los bloqueadores beta sobre la evolucién
de la insuficiencia cardfaca podria estar mediada
por inhibicién de la apoptosis inducida por cateco-
laminas. Asi, el carvelidol protege ante la apoptosis
mediada por estimulo betaadrenérgico y el losar-
tan, ante la apoptosis mediada por la angiotensina
II. La serpina y el bosentan son factores antiapop-
tésicos que pueden prevenir la apoptosis inducida
por hipoxia en el cardiomiocito®..

En el desarrollo de cardiopatia isquémica en pa-
cientes diabéticos, se ha demostrado el importante
papel de la apoptosis, ya que la elevacion de la glu-
cemia arterial inhibe la apoptosis de las arterias
coronarias, aumentando los factores antiapoptosi-
cos Bcl-xL y Bfl-1A1%2, Este puede ser uno de los
factores mas tempranos del desarrollo de arterios-
clerosis.

Otra édrea de interés de la apoptosis es el papel
que ejerce en la reestenosis del injerto corona-
rio?**, En zonas reestendticas se observa un au-
mento de apoptosis en la placa respecto a las pla-
cas primarias. En estas zonas reestenéticas se ha
descrito un incremento de la replicaciéon de las
CMLY, y el leve aumento de apoptosis que se detec-
ta en ellas es insuficiente para frenar esta replica-
cién, lo que resulta en un incremento de células en
la intima. En modelos animales de reestenosis es
posible inducir apoptosis de las células endoteliales
de la intima, lo que podria mejorar el grosor final
de la pared arterial.

Una agresion aguda a la pared vascular, como
puede ser la dilatacion de balén en la angioplastia,
se sigue de apoptosis en la intima y CMLV, que
aparece de 30 min a 6 h después. Esta evidencia
de que la apoptosis puede regular el aumento de
CMLV tras la angioplastia ha llevado a plantear
tratamientos para incrementarla. Asi, Polman uti-
liz6 un oligonucleétido para potenciar el factor an-
tiapoptésico BCL-x, con lo que conseguia apopto-
sis de las células neointimales y regresién del
engrosamiento de la intima. En otras aproxima-
cién, se ha propuesto liberar Fas-L en la pared ar-
terial® o utilizar una combinacién de adenovirus
expresando proteincinasa, combinado con ganci-
clovir e irradiacién. Sin embargo, la utilizacién de
estos modelos no esta atn validada, ya que existe
el riesgo de que al tratar la reestenosis se pueda
producir rotura de placa y trombosis. También se
ha implicado la apoptosis en la formacién de
aneurismas arteriales tras la angioplastia corona-
ria. En este caso, la pérdida de CMLV y la degrada-
ci6n de matriz extracelular serian los principales
factores?. En modelos animales de engrosamiento
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de la intima tras lesién por bal6n, se ha observado
muerte celular por apoptosis en la media arterial,
un hecho asociado a la inhibicién de la apoptosis
mediada por el factor antiapopt6sico BCL-x*".Tam-
bién en la intima se observa un incremento varia-
ble de los indices de apoptosis celular, que varian
entre un 2 y un 20%.

En el trasplante cardiaco se ha detectado apop-
tosis endotelial coronaria mediada por un proceso
citotoxico tipo T en los vasos del corazén trasplan-
tado. Este podria ser un mecanismo inicial que
sustentarfa la base patogénica del rechazo y su
control podria aminorar la presencia de la vasculo-
patia y de rechazo del injerto vascular en el cora-
z6n trasplantado®. En esta situacién, se ha pro-
puesto un efecto beneficioso de las estatinas, de los
bloqueadores de los canales del calcio y de los inhi-
bidores de la enzima conversiva de la angiotensina
(ECA), cuya base patogénica podria estar también
mediada por su efecto antiapoptésico vascular®.

Apoptosis en las enfermedades del miocardio

Ya desde la fase embrionaria, los mioblastos es-
tan sometidos a procesos de regulacién de su proli-
feracion, diferenciacién y configuracién celular y
tisular final a través de mecanismos de apoptosis.
Se cree que muchas cardiopatias congénitas o la
masa cardfaca final estarfan mediadas por un con-
dicionamiento apoptésico en el periodo embriona-
rio o perinatal. Asi, se han podido correlacionar los
indices de apoptosis con la masa ventricular en di-
ferentes localizaciones miocardicas. Los procesos
ulteriores de atrofia, hipertrofia o degeneracién
miocardica pueden estar también regulados en
parte por apoptosis. Sin embargo, los mecanismos
especificos y el papel final que la apoptosis tiene
sobre los cardiomiocitos esta atin por dilucidar.

En contraposicién con la idea clasica de que el
cardiomiocito era una célula diferenciada terminal,
sin capacidad de replicacién, recientemente se ha
comprobado su capacidad de replicacién®. De for-
ma progresiva, han aparecido estudios que com-
prueban que la apoptosis interviene directamente
en la patogenia de muchas enfermedades miocardi-
cas®. De hecho, la pérdida de cardiomiocitos sin
evidencia de necrosis se asume que es debida a
apoptosis. Ello abre un amplio camino hacia la de-
nominada plasticidad miocéardica y de los procesos
de necrosis y regeneraciéon celular que la modulan,
muchos de ellos con intervencién de mecanismos
de apoptosis®. Asi, el incremento de la actividad
apoptoésica de una determinada zona del miocardio
evitaria su hipertrofia y podria dar lugar a procesos
de degeneracion y muerte celular. Al contrario, la
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inactivacion de la apoptosis podria aumentar la hi-
pertrofia y regeneracién de una zona miocérdica,
con su consiguiente hipertrofia. Por ello, incluso se
ha postulado un papel “fisiolégico” de la apoptosis
en la mecénica cardfaca.

Los cardiomiocitos pueden desarrollar apoptosis
al ser sometidos a hipoxia, isquemia u otras altera-
ciones toxicas o metabdlicas. Uno de los modelos
clasicos de lesion miocardica por apoptosis es la
miocardiopatia téxica por adriamicina o doxirrubi-
micina, con un efecto dependiente de la dosis me-
diado por mecanismos de estrés oxidativo®!. La
apoptosis ha demostrado ser un mecanismo util
para la eliminacién de células miocardicas dafiadas
por virus o téxicos, actuando en este sentido con un
papel defensivo. Se cree que muchas miocardiopati-
as virales pueden tener una lesién mediada por
apoptosis. Sin embargo, no se ha podido relacionar
el grado de apoptosis con la carga viral que soporta
el miocardio. Recientemente, se ha objetivado tam-
bién que el alcohol puede inducir una miocardiopa-
tia dilatada crénica con disfuncién ventricular pro-
gresiva, en cuya patogenia interviene, al menos
parcialmente, el desarrollo de apoptosis®. Es posi-
ble que la apoptosis tenga un papel destacable tam-
bién en otras miocardiopatias téxicas.

La estimulacién betaadrenérgica aumenta la in-
cidencia de apoptosis miocérdica, a través de la
mediacién de las proteinas G acoplada al receptor
betaadrenérgico.

La angiotensina II es un factor tréfico para las
células miocéardicas y vasculares, pero también
puede falilitar su apoptosis. La angiotensina II in-
duce apoptosis en cardiomiocitos ventriculares in
vitro a través de la activacion de la proteincinasa ¢
y el aumento de la [Ca*]i.c. Este efecto se puede
inhibir con quelantes de calcio tipo BAPTA/AM o
de inhibidores de AT-II, como el losartan. El estrés
oxidativo puede también inducir apoptosis miocar-
dica a través de activacion del factor TNF-o*3.

El importante papel energético de las mitocon-
drias en el cardiomiocito hace que la activacién mi-
tocondrial de apoptosis tenga un papel preponde-
rante en las enfermedades miocérdicas. Por ello, la
activacion del poro de permeabilidad mitocondrial
(MPP), la activacion de las caspasas y la regulacién
de la [Ca®*],. mitocondrial pueden ser especialmente
importantes en el campo de las miocardiopatias,
con repercusion en los potenciales tratamientos que
se puedan proponer.

En las miocardiopatias evolucionadas existe una
elevacion del indice miocardico de apoptosis, que
se cree que podria intervenir en el proceso progresi-
vo de pérdida de cardiomiocitos y condicionar la
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disfuncién ventricular crénica, tanto sistélica como
diastélica’**. Asi, en la miocardiopatia idiopatica
dilatada se ha descrito un mayor nimero de cardio-
miocitos apoptésicos, con indices de apoptosis de
10-35% valorados por TUNEL?. Sin embargo, es 16-
gico suponer que no todos estos cardiomiocitos con
signos de apoptosis van a desarrollar finalmente ne-
crosis. Dado que la apoptosis se produce en 24 h,
esta situacién significaria una pérdida masiva de
cardiomiocitos que no se corresponde con la situa-
cién clinica del paciente?. Para evitar esta elevada
incidencia de falsos positivos, debe afiadirse al TU-
NEL una técnica morfol6gica o de transcripcion,
con lo que los indices de apoptosis son muy inferio-
res, situdndose por debajo del 1%,

En los pacientes con insuficiencia cardiaca cro-
nica existe una primera fase con hipertrofia com-
pensadora, en la que se detecta la activacién de
factores antiapoptdsicos (BCL-2). Sin embargo, en
fases més evolucionadas se promueve la apoptosis
de los cardiomiocitos inducida por citocinas, esti-
ramiento mecanico y radicales libres. En pacientes
con insuficiencia cardiaca se ha detectado una ele-
vacion de las concentraciones circulantes de la pro-
tefna proapoptdsica Fas. A la vez, también se ele-
van los valores de BCL-2, probablemente como
respuesta compensatoria antiapoptdsica.

En los explantes cardiacos de estos pacientes
con insuficiencia cardiaca avanzada sometidos a
trasplante cardiaco se ha objetivado un indice de
apoptosis de los cardiomiocitos 200 veces superior
que en los corazones control, asi como un aumento
de expresién de BCL-2. Por todo ello, se considera
que la apoptosis puede contribuir a la pérdida de
cardiomiocitos y, consecuentemente, a la progre-
sién de la insuficiencia cardiaca®-.

En el fenémeno de hibernacién miocardica o
stunning, que se puede observar en diversas situa-
clones, como tras intervenciones cardiacas, se cree
que la falta de respuesta dindmica cardiaca estaria
mediada por apoptosis®*. También en la displasia
arritmogénica del ventriculo derecho se ha descrito
un mayor indice apoptdsico y un aumento de acti-
vacion de la caspasa 3 en los cardiomiocitos®#, Se
cree que la causa serfa la hipoxia asociada a repeti-
dos episodios de arritmia. En el corazén del ancia-
no, se crefa que la apoptosis justificaria los fené-
menos de pérdida de contractilidad. Sin embargo,
se ha observado un indice de apoptosis similar que
en el corazén joven, por lo que no queda plena-
mente justificada esta hipétesis. Respecto a dife-
rencias de género, se ha objetivado un mayor indi-
ce de apoptosis en el corazén de varones que en el
de mujeres*!. En el rechazo del trasplante cardfaco,
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la apoptosis estd habitualmente presente, incluso
en fases tempranas. Su grado depende de la infil-
tracién macrofégica del injerto y se cree que esta
mediado por ON y activaci6n del Fas. Existe tam-
bién apoptosis de las células endoteliales, inflama-
torias e intersticiales, lo que contribuye al grado fi-
nal de rechazo del injerto. En los tejidos
trasplantados, una mayor expresién de BCL-2 per-
mite una mayor supervivencia, probablemente por-
que aumenta su resistencia al dafio oxidativo y
apoptoésico.

Apoptosis en la hipertension arterial

En condiciones fisiolGgicas, las células endotelia-
les y musculares lisas de la pared arterial tienen un
bajo indice de recambio celular y también de apop-
tosis®. Los principales mecanismos de proteccién
endotelial contra la apoptosis son el ON a través de
la activacién del GMP-ciclico® y la inactivacién de
las caspasas por medio de la S-nitrosilacién, que
protegeria de la apoptosis inducida por TNF-a.

En la HTA esencial se desarrollan evolutivamen-
te numerosos cambios en el endotelio vascular y en
la pared arterial, incluyendo el engrosamiento de la
media en arterias de pequefio calibre por un au-
mento de las células musculares lisas vasculares, lo
que conlleva una mayor propensién al desarrollo
ulterior de arteriosclerosis. De hecho, se cree que
la proliferacion de las células vasculares puede ser
un componente importante en la patogenia de la
HTA*. En estados avanzados de HTA se ha descrito
un incremento del balance entre proliferacion y
apoptosis de CMLYV, debido a que se suprime la
apoptosis. Otra consecuencia de lo anterior es que
las células cardiovasculares de pacientes hiperten-
sos sufren un recambio celular més acelerado, lo
que potencialmente culmina en un envejecimiento
temprano.

En un interesante estudio de Diez et al en pa-
cientes hipertensos esenciales a los que se realiza-
ba biopsia endomiocérdica, se demuestra en estos
pacientes un mayor indice de apoptosis detectada
por TUNEL y activacion de la caspasa 3 que en los
controles no hipertensos®. Este elevado indice
apoptdésico disminuia en pacientes tratados con lo-
sartan, pero no en aquellos que recibieron amlodi-
pino, lo que hace suponer una participacién de la
angiotensina II en la estimulacién cardiaca de la
apoptosis. Sin embargo, la eficacia del efecto hipo-
tensor no se correlaciona con la reduccién de
apoptosis miocardica. De forma colateral, se obser-
v6 que el tratamiento con losartan afectaba tam-
bién a la expresion de las proteinas reguladoras de
apoptosis en el miocardio, con una disminucién de
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un 18% de la actividad del factor preapoptdsico
Bax y aumento del 77% de la del factor antiapopt6-
sico BCL-2*. Este estudio corrobora datos experi-
mentales previos que objetivaban una mayor ex-
presién del factor preapoptdsico Bax en el corazén
de ratas espontdneamente hipertensas*’.

En pacientes hipertensos se ha observado que
el remodelado vascular contribuye a aumentar
las resistencias periféricas, con impacto sobre la
evolucién y complicaciones de la HTA. Se han
descrito variaciones, tanto en aumento como en
descenso, de los indices de apoptosis celular en la
media arterial en diferentes tejidos. La respuesta
inflamatoria, que tiene un importante papel en el
ulterior desarrollo de fibrosis y contribuye a lar-
go plazo al remodelado vascular, puede estar
también mediada por los fenémenos de apopto-
sis. Asi mismo, la fibrosis vascular y el turnover
de colageno, que influyen en gran manera en el
remodelado vascular, pueden estar mediados por
apoptosis. El indice de crecimiento celular, la
apoptosis y los fenémenos de inflamacién y fibro-
sis estan en interrelacion con el remodelado arte-
rial en hipertension®,

La apoptosis endotelial puede desempenar un
marcado papel en el desarrollo de la vasculopatia
hipertensiva, con influencia posterior sobre la re-
accién inflamatoria y el grado de vasodilatacion.
La apoptosis de las CMLV esta regulada por re-
ceptores de la angiotensina. En estudios de so-
brecarga mecénica y con utilizacién de agonistas
vasoconstrictores, como la angiotensina II, se ha
demostrado una mayor induccién de apoptosis
miocardica. Este efecto puede ser selectivo, por
ejemplo, en el ventriculo izquierdo. El equilibrio
entre las acciones tréficas y proapoptésicas de la
angiotensina II es importante en la regulacion del
remodelado cardiovascular que se produce en va-
rias enfermedades. Es interesante la observacion
de que el tratamiento hipotensor puede inducir
apoptosis en las células de la pared arterial de
animales hipertensos. Asi, los farmacos IECA res-
tablecen la capacidad apoptésica de las CMLV a
través de la estimulacion del factor proapoptdsi-
co BSX*. Sin embargo, no se ha demostrado que
este efecto proapoptésico sea beneficioso a largo
plazo en evitar el desarrollo de arteriosclerosis.
Un comportamiento distinto tienen los érganos
diana de la HTA, ya que se ha detectado un au-
mento de apoptosis, tanto en las neuronas some-
tidas a procesos de isquemia-reperfusiéon como
una mayor expresién del factor preapoptésico
Bax en el corazén de ratas espontdneamente hi-
pertensas.
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Apoptosis y arteriosclerosis

Ya en las primeras descripciones de la placa ar-
teriosclerdtica primaria se habia evidenciado la
presencia de destruccién de células endoteliales,
macréfagos y células musculares lisas de la pared
vascular (CLMV). Inicialmente, se creyé que se tra-
taba de un proceso de necrosis celular, pero poste-
riormente se observé que era la apoptosis el meca-
nismo responsable?®. De hecho, la apoptosis
interviene fisiol6gicamente en la eliminacién de
sustancias téxicas o nocivas intracelulares y, asf,
evita el componente oxidativo o inflamatorio afa-
dido que estas sustancias pueden comportar en la
placa. Existe una clara relacién entre arteriosclero-
sis y apoptosis, una situacién que puede afectar
tanto a las células endoteliales como a las CMLV y
a los macréfagos. Los indices de apoptosis en las
placas de ateroma son muy variables y oscilan des-
de un 2 a un 30% de las células’®3!. La supresion de
este fenémeno de recogida y destruccién de detri-
tus celulares o cuerpos apoptésicos incrementa en
gran manera la inestabilidad de la placa y el riesgo
de rotura®33, Por otra parte, en placas con elevado
riesgo trombogénico, un exceso de apoptosis puede
contribuir a incrementar su estado procoagulante e
inestabilizar atin més la situacién trombogénica de
la placa. Por todo ello, el significado que tiene la
apoptosis en la placa arteriosclerosa depende del
tipo celular implicado, asi como del estado de la
placa, de su potencial oxidativo y de la densidad
celular de la zona.

Las CMLYV de la placa arteriosclerosa demuestran
un aumento de expresién de factores proapopt6si-
Cos y, en consecuencia, son mas susceptibles a desa-
rrollar apoptosis. Debido a su bajo indice basal de
replicacién, un leve incremento de apoptosis puede
suponer ya una considerable pérdida de estas célu-
las, con lo que se disminuye la sintesis de coldgeno
tipo Iy Il y se altera la formacién de nucleo fibro-
so y estria grasa de la placa de ateroma®, hechos
que contribuyen a inestabilizar la placa y a su posi-
ble rotura'®. En el desencadenamiento de apoptosis
de las CMLV se ha implicado también el papel de
las metaloproteasas y de diversas citocinas secreta-
das localmente por las células espumosas. Las
CMLV que migran de la media hasta el espacio su-
bintimal presentan un mayor indice apoptésico que
las que permanecen en la zona media de la pared
vascular. Asi mismo, la apoptosis de las CMLV pre-
domina en las zonas con menor densidad celular y
no esta relacionada con los indices de sintesis y re-
paracion del ADN>*%,

Ademas, las CMLV apoptésicas de la placa fre-
cuentemente no se eliminan, lo que puede ocasionar
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calcificacion ulterior de la matriz de las vesiculas,
aumentando el riesgo de trombogenicidad de la pla-
ca. El control de la proliferacién de las CMLV me-
diante mecanismos de apoptosis es trascendental en
la aparicién del engrosamiento de la media y de la
pared arterial, hechos cruciales en la arteriosclerosis.

También las células endoteliales sufren procesos
fisiol6gicos de apoptosis que regulan su grado de
proliferacion. La integridad endotelial es un factor
trascendental para la proteccion de la pared vascu-
lar contra la apoptosis. Existe relacién entre el in-
dice de recambio celular endotelial y el desarrollo
de apoptosis. En cambio, es muy poco frecuente
encontrar apoptosis endotelial en ausencia de en-
fermedad vascular®. Es dificil diferenciar los mar-
cadores de activacion o lesion endotelial de los pro-
pios de apoptosis. De hecho, los factores de riesgo
clasicos para arteriosclerosis, como la elevacién de
la glucemia, las lipoproteinas oxidadas de baja
densidad, la angiotensina II y el estrés oxidativo,
estimulan la apoptosis de las células endoteliales.

La apoptosis endotelial suele ser el inicio de la
apoptosis vascular, ya que se detecta en fases tem-
pranas sin observarse su activacion en CMLV o ma-
crofagos locales. Altera la proteccién anticoagulante
basal del epitelio, activa las moléculas de adhesion e
incrementa el riesgo de inflamacién y trombosis lo-
cal. Todo ello puede provocar disfuncién endotelial,
inhibicion de la angiogénesis vascular y potencia-
cién de la formacién de la placa de ateroma. En fa-
ses iniciales, la apoptosis endotelial comporta una
posible activacion de las moléculas de adhesién en-
dotelial. En fases mas avanzadas de la lesion atero-
matosa, la apoptosis incrementaria los valores de
factor procoagulante tisular y, con ello, el riesgo
trombdtico de la placa. Un efecto colateral peculiar
de la apoptosis es que aumenta la liberacion de célu-
las endoteliales circulantes que se despegan de la
capa basal endotelial al perder sus soportes®.

Los macrofagos de la placa arteriosclerosa pue-
den sufrir procesos de necrosis o de apoptosis. Pro-
bablemente se produce necrosis si las caspasas in-
tracelulares macrofdgicas no estan activadas y
apoptosis si lo estan. La apoptosis de estos macro-
fagos se produce a través de la activacién de la pro-
teina p53, en relacién con el dafo oxidativo y la li-
beracion de ON, y se observa en las zonas con
mayor sintesis o reparacién de ADN. Los indices
mas elevados de apoptosis se encuentran en placas
evolucionadas en las zonas donde existen macrofa-
gos. La apoptosis macréfagica conlleva una menor
actividad metaloproteasa y disminuye la rotura del
colageno. Sin embargo, puede tener algunos efec-
tos perjudiciales indirectos al disminuir la elimina-
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ci6n de los cuerpos apoptdsicos que, asi, se acumu-
lan sin poder ser fagocitados en ausencia de ma-
créfagos. Ademas, los macréfagos apoptdsicos no
eliminados de la placa permanecen en ella como
microparticulas, lo que puede activar factores tisu-
lares trombogénicos. Por todo ello, el resultado fi-
nal de la apoptosis macrofégica puede ser o no be-
neficiosa para la estabilidad de la placa™.

El 6xido nitrico o su isoforma iNOS puede tener
un papel ambivalente en la apoptosis endotelial®’.
Por una parte, acttia como inhibidor a través de la
desactivacion de las caspasas mediante su S-nitro-
silacién. Por otra parte, la produccién de superéxi-
do que comporta puede formar peroxinitritos, que
son inductores de apoptosis. Se ha observado que
el ON induce apoptosis en la musculatura lisa vas-
cular y en los monocitos adyacentes. En cambio,
concentraciones elevadas de BCL-2 tienen un efec-
to antiapoptésico y favorecen la acumulacion inti-
mal de células musculares lisas. El ON también
puede cambiar el balance de apoptosis a necrosis,
ya que favorece la presencia de reaccién inflamato-
ria, aumenta el tamarfio central del nticleo de la pla-
ca y su riesgo subsecuente de rotura de placa y
trombosis local.

Posibilidades terapéuticas de modificacion
de la apoptosis

La utilizacién de un tratamiento modulador de
la apoptosis debe basarse en el conocimiento del
mecanismo especifico de activacion, de la naturale-
za de su accién y de sus efectos finales. En los mo-
mentos actuales, la posibilidad de modular la
apoptosis ya ha dejado de ser una ficcién para con-
vertirse en una progresiva realidad, que debe ir me-
jorando en el futuro, a medida que se conozcan
mejor los mecanismos intimos en los que se basa la
apoptosis cardiovascular. De hecho, es posible que
muchos de los actuales farmacos con efecto tera-
péutico activo cardiovascular lo consigan a través
de modificacién de la apoptosis®.

En la HTA se ha demostrado que los inhibidores
de la ECA y los antagonistas de los receptores AT1
disminuyen los indices de apoptosis miocardica.
Asi, se ha objetivado que el tratamiento con losar-
tan en pacientes hipertensos disminuye el indice de
apoptosis miocéardica respecto a los tratados con
amlodipino®. En estos pacientes existe un aumen-
to de actividad BCL-2 que actda como un efecto
antioxidante y claramente antiapopt6sico™®.

En las zonas periféricas sometidas a isquemia
aguda y en las situaciones de reperfusion miocardi-
ca, el control de la apoptosis podria disminuir la
pérdida de cardiomiocitos de la zona umbral®*. En
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este sentido, se ha propuesto la utilizacién de ser-
pina y bosentan como factores antiapoptdsicos que
pueden prevenir la apoptosis inducida por hipoxia
miocardica'®*!. También se ha propuesto la transfe-
rencia del insulin-like growth factor-I (IGF-I), que
bloquea la apoptosis en modelos de isquemia-re-
perfusion®.

Existe la posibilidad potencial de modular la
apoptosis para prevenir o tratar la reestenosis del
injerto coronario. En este sentido, se han utilizado
oligonucledtidos que potencian el factor BCL-x,
con lo que se conseguia apoptosis de las células ne-
ointimales y regresién del engrosamiento de la inti-
ma®’, En otra aproximacién, se ha propuesto libe-
rar Fas-L en la pared arterial® o utilizar una
combinacién de adenovirus expresando proteinci-
nasa, combinado con ganciclovir e irradiacién. Sin
embargo, la utilizacién de estos modelos no esta
adn validada, ya que existe el riesgo de que al tra-
tar la reestenosis se pueda producir rotura de placa
y trombosis.

La disminucién del contenido lipidico circulante
puede comportar una disminucién ligera de los in-
dices de apoptosis en la placa arteriosclerosa a tra-
vés de la supresion de la actividad proapoptdsica
mediada por el factor BAX, lo que puede repercutir
en la estabilidad de la placal®. Las estatinas inhiben
la proliferacién celular, tienen efecto antiinflama-
torio crénico e inducen apoptosis. Esta correlacién
entre hipercolesterolemia y apoptosis cardiovascu-
lar abre la posibilidad de utilizar estatinas en la
prevencién antiapoptésica®l.

La modulacién de la apoptosis puede tener un
papel relevante en el tratamiento de la insuficiencia
cardfaca. Se ha observado que los cardiomiocitos
aislados de corazones en situacion de insuficiencia
cardiaca tienen una activacién excesiva de apopto-
sis. Ademés, presentan infrarregulacion de los re-
ceptores betaadrenérgicos, y suprarregulacion de la
B-AR-cinasa, lo que puede ser un mecanismo de
proteccién o adaptacion para el desarrollo de mio-
cardiopatia. Se ha propuesto la transferencia por
adenovirus del factor antiapoptésico BCL-2, que
bloquearia la apoptosis mediada por p-53 en los
miocitos ventriculares, lo que prevendria la apopto-
sis inducida por isquemia.

La endotelina-1 puede prevenir la apoptosis in-
ducida por estimulaciéon betaadrenérgica en los
cardiomiocitos®?. En cambio, la activacién de re-
ceptores de adenosina provoca apoptosis en el mio-
cardio. La insulina previene la apoptosis de cardio-
miocitos inducida por estrés oxidativo®,

La inhibicién de las caspasas ha demostrado
que previene la disfuncién cardiaca dependiente
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de apoptosis. La administracién de z-VAD-fmk,
un inhibidor de amplio espectro de las caspasas
mitocondriales, previene la disfuncién cardiaca
mediada por mecanismos de apoptosis en un mo-
delo experimental de sepsis en ratas®. Es desta-
cable que la inhibicién de las caspasas debe ser
global, ya que si sélo se inhibe una de las dos vias
de su activacion (la mitocondrial o la extramito-
condrial), el proceso de apoptosis sigue produ-
ciéndose®. Este es, sin duda, uno de los mecanis-
mos mas claros a través del cual se puede
modular apoptosis. Sin embargo, no se conocen
los efectos que esta inhibicién global de las cas-
pasas pueden inducir®.

En mujeres posmenopausicas, el exceso de ries-
go cardiovascular que tienen puede ser atenuado
con el tratamiento sustitutivo con estrégenos, un
fenémeno mediado por inhibicién de apoptosis®.
De hecho, los estrogenos inhiben la apoptosis en-
dotelial en un 50% de su indice basal, lo que dismi-
nuye el grosor intimal. El tratamiento con estrége-
nos previene la apoptosis inducida por estrés
oxidativo (H,0,) en la célula endotelial vascular en
ratas, lo que supone reducir el desarrollo de la pri-
mera fase de la lesion arteriosclerosa. Ademas, dis-
minuye la migracién y proliferacién de la CMLV, lo
que potencia ain mas la posibilidad de desarrollar
arteriosclerosis.

Otros fdrmacos antiapoptdsicos

Algunos farmacos, como la amiodarona, produ-
cen su efecto terapéutico y/o téxico a través de la
induccién de apoptosis celular activando la caspa-
sa 3 via BAX?". En teoria, los fairmacos bloqueado-
res de receptores Ca** deberian disminuir la apop-
tosis al inhibir la entrada de [Ca], ., pero no han
demostrado de forma suficiente su papel antia-
poptésico. Se ha observado que el ON induce
apoptosis en la musculatura lisa vascular y en los
monocitos adyacentes. La endotelina-1 puede pro-
teger ante el dafio por apoptosis inducido por es-
trés oxidativo en el cardiomiocito®. Se ha postula-
do que algunos factores tréficos, como la
cardiotrofina-1 o el insulin-GF-1, podrian enlente-
cer o anular algunos procesos de apoptosis en los
cardiomiocitos®. En la apoptosis inducida por AT-
IT se puede inhibir con quelantes de Ca?* tipo
BAPTA/AM o de inhibidores de AT-IT como el lo-
sartan. Se ha propuesto un efecto antiapoptdsico
miocardico inhibiendo activacién del TNF-a, aun-
que algunos estudios controlados recientes (RE-
COVER, RENAISSANCE) sugieren que no existe
beneficio con la utilizacién de etanercept, un blo-
queador selectivo de TNF-a.
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Perspectivas futuras de la apoptosis
en las enfermedades cardiovasculares

Se preve que la apoptosis tendra un papel cada
vez mas relevante en las enfermedades cardiovas-
culares. Actualmente se intenta, a través de la mo-
dulacién de la apoptosis, disminuir el grosor arte-
rial y mejorar la estabilidad de las placas de
ateroma. La apoptosis también puede ser ttil en la
prevencién de la pérdida de cardiomiocitos, en la
evolucion de lesiones reestendticas y en la preven-
ci6n de formacién de las placas primarias de arte-
riosclerosis® y en la prevenciéon temprana de re-
chazo de trasplante cardiaco™. Sin embargo, no
todos los aspectos de la induccién de apoptosis son
favorables y existen claras limitaciones en su utili-
zacion terapéutica, ya que se puede incrementar
secundariamente la inestabilidad de la placa.

Es posible que la apoptosis endotelial sea un
marcador temprano de la posterior lesién vascular,
lo que permitiria una intervencién precoz para li-
mitar el dafio celular final”®. Es muy interesante la
correlacion entre hipercolesterolemia y apoptosis®!,
ya que se abre la posibilidad de utilizar estatinas
en la prevencién antiapoptdsica. Igual sucede con
la potencial utilizacién de ON, que induce apopto-
sis en la musculaura lisa vascular y en los monoci-
tos adyacentes y del IGF-1, que tiene un potencial
efecto de inhibiciéon de la apoptosis miocardica
mediante mejora del remodelado cardiaco y la con-
tractilidad tras el infarto agudo de miocardio®.

También se ha implicado el papel de la apoptosis
en la senescencia celular, ya que una inhibicién se-
lectiva de la apoptosis podria producir una mayor
longevidad celular. De hecho, la degradacién de la
sintesis del ADN que se observa en la senescencia y
en la apoptosis también tiene aspectos comunes.

Un hecho a tener en cuenta al inhibir las vias de
apoptosis es la presencia de efectos colaterales. Asi,
se sabe que la inhibicién de la apoptosis via Fas pue-
de inducir arritmias®. Otra limitacién es que mu-
chos de los tratamientos antiapoptésicos precisan
para su accién la transfeccion a las células cardia-
cas, hecho de dificil ejecucion préactica y que limita
en gran manera su aplicacién. Esta limitacién no
existe en los factores solubles, como el IGF-1, la car-
diotrofina 1 y las neurorregulinas. También parece
mas facil regular la apoptosis de manera aguda (p.
€j., tras el infarto agudo de miocardio) que de mane-
ra crénica (p. €j., en la insuficiencia cardiaca)?.

En resumen, las perspectivas futuras de modula-
cién de la apoptosis en las enfermedades cardiovas-
culares permiten ser moderadamente optimistas, ya
que se conocen parcialmente los mecanismos sobre
los que actuar y también la manera de hacerlo. Sin
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embargo, al ser la apoptosis un proceso complejo y
con muchos mecanismos de activacién y contrarre-
gulacién, las intervenciones que se realicen para su
modulacién pueden estar sometidas a mdltiples
efectos colaterales o secundarios que las pueden ha-
cer menos efectivas. Por ello, s6lo una investigacién
sistematica de los mecanismos de modulacién de la
apoptosis permitira definir las posibilidades reales
de intervencién terapéutica en las enfermedades
cardiovasculares® .
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